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Abkürzungsverzeichnis  
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ACTH adrenocorticotropes Hormon 
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AJCC American Joint Comittee on Cancer  
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ASCO American Society of Clinical Oncology 
ATP Adenosintriphosphat 
ATS American Thoracic Society 
BAC bronchiolo-alveoläres Bronchialkarzinom 
CDK cyclin dependant kinase, dt.: Cyclin-abhängige Kinase 
CIO Centrum für Integrierte Onkologie 
CIS carcinoma in situ 
CLCGP Clinical Lung Cancer Genome Project  
CR cystein-reich 
DAG 1,2-Diacylglcerol 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DFS disease free survival = erkrankungsfreies Überleben 
DIPNECH diffuse idiopathic pulmonary neuroendocrine cell hyperplasia 
DMSO Dimethylsulfoxid 
ECOG Eastern Cooperative Oncology Group 
EGF epidermal growth factor, dt.: epidermaler Wachstumsfaktor 
EGFR epidermal growth factor receptor, dt.: epidermaler Wachstumfaktor-
Rezeptor 
EML4-ALK echinoderm microtube-associated-protein-like 4 gene - anaplastic 
lymphoma kinase 
EPV Epstein-Barr-Virus 
ERS European Respiratory Society 
EURTAC EURopean TArceva vs. Chemotherapy 
FCS fetal calf serum, dt.: fetales Kälberserum (= FBS) 
FDA Food and Drug Administration 
[18F]FDG 2-[18F]-Fluor-2-Deoxy-D-Glukose  
[18F]FLT 3‘-Deoxy-3‘-[18F]-Fluor-L-Thymidin 
GDP Guanosin-5‘-diphosphat 
GEF guanine nucleotide exchange factor 
GEKID Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e. V. 
GTP Guanosin-5‘-triphosphat 
HE Hämatoxylin-Eosin 
HER human epidermal growth factor receptor 
HPF high power fields 
HPV humaner Papilloma-Virus 
IARC International Agency for Research on Cancer 
IASLC International Association for Study of Lung Cancer 
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IGFR-1 Insulin-ähnlicher-Wachstumsfaktor-Rezeptor-1 
IP3 Inositol-(1,3,5)-Triphosphat 
IPASS Iressa Pan Asia Study 
ISEL Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer 
L Liganden-bindend 
LCNEC large cell neuroendocrine carcinoma, dt.: großzelliges neuroendokrines 
Karzinom 
LDH Lactatdehydrogenase 
LPA lepidic predominant adenocarcinoma, dt.: lepidisch prädominantes 
Adenokarzinom 
MAPK mitogenaktivierte Proteinkinase 
MIA minimal invasive adenocarcinoma, dt.: minimalinvasives Adenokarzinom 
MTD maximal tolerierte Dosis 
NGM Network Genomic Medicine  
NSCLC non small cell lung cancer, dt.: nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom 
NSCLC-NOS non small cell lung cancer not otherwise specified 
NSE neuronenspezifische Enolase 
OS overall survival, dt.: Gesamtüberleben 
PAK polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe  
PBS phosphate buffered saline, dt.: phosphatgepufferte Salzlösung  
PDK Phosphoinositid-abhängige Kinase 
PET Positronen-Emissions-Tomographie 
PI-3K Phosphatidinositol-3-Kinase  
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat   
PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat  
PKB Proteinkinase B 
PKC Proteinkinase C 
PLC Phospholipase C 
PTB Phosphotyrosin-Binde-Domäne 
PTEN phosphatase and tensin homolog 
PTHrP dem Parathormon verwandtes Peptid, das wie das Parathormon wirkt und 
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ROI region of interest 
SCLC small cell lung cancer, dt.: kleinzelliges Bronchialkarzinom 
STAT Signal Transducer and Activator of Transcription 
TC typical carcinoid, dt.: typisch karzinoid 
TdT Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase 
TGFα transforming growth factor α 
TMA tissue microarray 
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TKI Tyrosinkinaseinhibitor 
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UICC Union for International Cancer Control 
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VEGFR vascular endothelial growth factor, dt.: vaskulärer Endothel-
Wachstumsfaktor-Rezeptor 
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ZfKD Zentrum für Krebsregisterdaten  
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1. Einleitung 
 
1.1 Bronchialkarzinome 
Das Bronchialkarzinom stellt trotz kontinuierlicher Verbesserung der diagnostischen und 
therapeutischen Möglichkeiten die häufigste tumorbedingte Todesursache in den 
westlichen Industrienationen dar und hat damit erhebliche sozioökonomische Folgen. 
Weltweit ist es die häufigste Krebsart. Jedes Jahr kommen ca. 1,61 Millionen neue Fälle 
hinzu, dies entspricht 13 % aller Krebsfälle. In Deutschland ist das Bronchialkarzinom 
mit über 42.000 Sterbefällen im Jahr 2008 die vierthäufigste Todesursache und die 
häufigste Krebstodesursache (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2012).  
Die Lunge wird häufig von primären Lungentumoren sowie Metastasen extrathorakaler 
Tumore befallen. Bei den primären Lungentumoren werden solche, die dem 
Bronchialepithel entspringen (95 %), d.h. Bronchialkarzinome, von mesenchymalen 
Neoplasien (z.B. Fibrosarkome, Leimyome), Karzinoiden, Tumoren der Bronchialdrüsen, 
Lymphomen und benignen Läsionen wie Hamartomen unterschieden. Das 
Bronchialkarzinom ist die maligne Entartung von Zellen der Bronchialschleimhaut.  
Mehr als 90 % der Patienten sind bei der Diagnosestellung symptomatisch. Circa ein 
Drittel dieser Symptome wird direkt durch den Primarius verursacht. Hierbei führen 
zentral liegende Tumore häufiger und schneller zu klinischen Symptomen als peripher 
liegende Tumore. Husten, bzw. ein sich änderndes Hustenverhalten z.B. bei COPD-
Patienten, ist das am häufigsten beklagte Merkmal, gefolgt von Dyspnoe, Brust-
schmerzen, Hämoptysen sowie Expektoration eines blutig tingierten Schleims. Bei 
fortschreitendem intrathorakalen Tumorwachstum können Heiserkeit, eine Läsion des 
Plexus brachialis, ein Horner-Syndrom und ein Vena-cava-superior-Syndrom auftreten. 
Ein weiteres Drittel der Symptome wird durch extrathorakale Metastasen verursacht: 
Knochenschmerzen, Ikterus bei Leberbefall und z.B. Kopfschmerzen, Übelkeit, fokal 
neurologische Defizite, Krampfanfälle, Verwirrtheit als Zeichen eines ZNS-Befalls. 
Zusätzlich können axilläre, supraklavikuläre oder zervikale Lymphknotenbefalle tastbar 
sein. Das letzte Drittel bilden systemische Symptome wie Kachexie, Gewichtsverlust, 
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Asthenie und paraneoplastisch Syndrome (bis zu 10 %). Hierbei können die Tumore 
Krankheitserscheinungen bewirken, die nicht direkt durch die physikalischen Effekte des 
Primarius oder seiner Metastasen bedingt sind. Ursache hierfür sind z.B. Hormone, 
Zytokine, die durch den Tumor gebildet werden, oder Antikörper, die als Reaktion des 
Organismus auf die maligne Erkrankung produziert werden. Diese Syndrome können 
organbezogen oder auch als systemische Phänomene auftreten. Es werden endokrine, 
neurologische, skelettale, metabolische, hämatologische, dermatologische, renale und 
kollagenose-vaskulitische Syndrome beschrieben (Kreuter et al., 2008). 
 
1.2 Epidemiologie 
Die folgenden Daten sind aus der im Februar 2012 erschienen Publikation "Krebs in 
Deutschland" entnommen, die alle zwei Jahre als gemeinsame Publikation der 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e. V. (GEKID) und des Zentrums für 
Krebsregisterdaten (ZfKD) am Robert Koch-Institut, das die Daten der epidemio-
logischen Landeskrebsregister auf Bundesebene zusammenführt, veröffentlicht wird 
(Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 
Deutschland e.V., 2012). Die Ergebnisse dieser 8. Auflage beruhen auf Daten aus 15 
von 16 Bundesländern (ausgenommen Baden-Württemberg) bis zum Jahr 2008. 
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Tab. 1: Lungenkrebs - die wichtigsten epidemiologischen Zahlen für Deutschland 
(aus  „Krebs in Deutschland 2007/2008“ (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2012)) In der folgenden Tabelle 
werden die Anzahl von Krebsneuerkrankungen, die rohe Erkrankungsrate, die 
standardisierte und die mittlere Erkrankungsrate, die Sterbefälle, die rohe und die 
standardisierte Sterberate, die 5-Jahres-Prävalenz, die absolute sowie die relative 5-
Jahres-Überlebensrate für 2007 und 2008 sowohl für Frauen als auch für Männer 
dargestellt und eine Prognose für 2012 erhoben. 
 
2007 2008 Prognose für 2012 
Männer Frauen Männer  Frauen Männer Frauen 
Neuerkrankungen 33.650 15.280 33.960 15.570 33.700 17.700 
Rohe Erkrankungsrate1 83,5 36,4 84,4 37,2 84,4 42,7 
Standardisierte Erkrankungsrate1,2 61,4 24,0 60,6 24,3 55,9 26,8 
Mittleres Erkrankungsalter3 69 68 69 68   
Sterbefälle 29.143 12.379 29.505 12.841   
Rohe Sterberate 72,3 29,5 73,3 30,7   
Standardisierte Sterberate1,2 52,7 18,5 52,3 19,2   
5-Jahres-Prävalenz 39.200 19.200 39.500 20.000 38.600 22.900 
 
Absolute 5-Jahres-Überlebensrate (2007-2008)4 13 (10-15) 18 (15-23)   
Relative 5-Jahres-Überlebensrate (2007-2008)4 15 (11-18) 19 (16-25)   
 
1
 je 100.000 Personen   2 altersstandardisiert nach alter Europabevölkerung   3 Median    
4 in Prozent (niedrigster und höchster Wert der einbezogenen Bundesländer)  
 
Sowohl bei Männern (1. Prostata, 2. Darm, 3. Lunge) als auch bei Frauen (1. Brust-
drüse, 2. Darm, 3. Lunge) ist Lungenkrebs die dritthäufigste Krebserkrankung. 2008 
erkrankten ca. 34.000 Männer und 15.500 Frauen; ca. 29.500 Männer und 13.000 
Frauen verstarben an der Krebserkrankung. Für 2012 wurden 33.700   Neuerkrankun-
gen bei Männern und 17.700 bei Frauen prognostiziert. Bei Männern war Lungenkrebs 
mit einem Anteil von 26 % weiterhin mit deutlichem Abstand die häufigste Krebstodes-
ursache, bei Frauen mit einem Anteil von 13 % die dritthäufigste Ursache nach Brust- 
und Darmkrebs. Aufgrund eines veränderten Rauchverhaltens beider Geschlechter in 
den letzten Jahrzehnten entwickeln sich die Erkrankungs- und Sterberaten seit Ende der 
1990er Jahre gegenläufig: Sowohl die Inzidenz als auch die Mortalität stiegen bei den 
Frauen jeweils um etwa 30 %, bei den Männern ist die Prävalenz bei rückläufigen 
Inzidenzraten nur aufgrund der demographischen Veränderungen leicht angestiegen. 
Da viele Lungentumore erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden - der 
Anteil des T4-Stadiums liegt bei ca. 40 % - , ist die Prognose trotz multimodaler Thera-
pieansätze weiterhin eher ungünstig, hat sich aber seit den 1980er Jahren verbessert: 
Die relative 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei Männern bei 15 % (1980er Jahre: 10 %) 
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und bei Frauen bei 18 % (1980er Jahre: 10 %), wobei sie je nach Stadium der Erkran-
kung bei Diagnosestellung variiert. In den USA werden je nach Krankheitsstadium 
folgende 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeiten angegeben: liegt ein lokaler Befund 
vor (Stadium IA und IB nach IASLC), überleben 49 % der Patienten 5 Jahre, bei 
regionaler Lymphknotenbeteiligung (Stadium IIA, IIB und IIIA nach IASLC) sind es noch 
16 % und lediglich 2 % bei Fernmetastasen (Stadium IV nach IASLC) (Ries et al., 2005). 
 
1.3 Sozioökonomischer Status 
Es gibt eine inverse Korrelation zwischen dem Auftreten von Lungenkrebs und der 
Ausbildung sowie dem Einkommen (Mao et al., 2003). Das Bronchialkarzinom tritt in der 
Bevölkerungsgruppe mit niedrigem Einkommen und schlechter Ausbildung häufiger auf 
als in der Gruppe mit höherem sozioökonomischem Status. Das liegt daran, dass der 
Anteil von Rauchern und damit verbunden auch das Lungenkrebsrisiko in der Gruppe 
mit niedrigem sozioökonomischem Status deutlich höher sind. Des Weiteren wirken sich 
z.B. die Ernährung und eine Exposition gegenüber Kanzerogenen in der Umwelt häufig 
negativ aus. 
 
1.4 Geographische Verteilung 
Das Bronchialkarzinom stellt weltweit die häufigste Krebsart dar, wobei es große 
regionale Unterschiede in der geographischen Verteilung gibt. Am häufigsten tritt die 
Erkrankung in entwickelten Ländern in Europa und Nordamerika auf, in den Ent-
wicklungsländern, besonders in Südafrika und Südamerika, ist sie seltener. Jedoch 
nimmt die Prävalenz in den entwickelten Ländern ab und in den Entwicklungsländern zu.  
Auch innerhalb der Länder selbst variiert die Häufigkeit: Aufgrund eines höheren Anteils 
an Rauchern und der häufigeren beruflichen Exposition gegenüber Kanzerogenen ist die 
Lungenkrebshäufigkeit in Städten und Industrieregionen besonders hoch; die 
Luftverschmutzung trägt hierzu nur einen kleinen Anteil bei (Sadler et al., 1999; 
Wichmann et al., 1991). 
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1.5 Ätiologie  
Der Hauptrisikofaktor für die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms ist die Exposition 
gegenüber exogenen, karzinogenen Noxen; die bei weitem wichtigste ist der 
Zigarettenrauch, gefolgt von Radon, radioaktiven Strahlenquellen, Röntgenstrahlung, 
Feinstaub, Dieselmotorabgasen, Asbest, künstlichen Mineralfasern, polyzyklischen 
aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK), Chromaten, Siliziumdioxid, Arsen, Nickel, 
Mono- und Dichlordimethylether, Beryllium, Cadmium, Wolfram- und kobalthaltigen 
Hartmetallstäuben (Goeckenjan et al., 2010). Das aktive Tabakrauchen in der EU ist bei 
Frauen für ca. 65 % und bei Männern für bis zu 91 % der Lungenkrebstodesfälle 
ursächlich (McNeill, 2004). Hierbei steigt das Erkrankungsrisiko der Raucher 
dosisabhängig mit der Anzahl der gerauchten Zigaretten im Laufe des Lebens an. 
Daraus ergibt sich in einer europäischen Studie aus dem Jahr 2001 ein bis zu 24-fach 
erhöhtes Lungenkrebsrisiko starker männlicher Raucher im Vergleich zu männlichen 
Niemals-Rauchern (Simonato et al., 2001). Wird das Rauchen beendet, sinkt das 
Erkrankungsrisiko mit jedem Jahr der Nikotinabstinenz. In der oben aufgeführten Studie 
von Simonato et al. haben Ex-Raucher im Schnitt ein 7,5-fach höheres Risiko. Trotz der 
Tatsache, dass der Nikotin-, Teer- und Kohlenmonoxidgehalt der Zigaretten in den 
letzten Jahrzehnten im Rahmen der Einführung von sogenannten „light“-Zigaretten 
deutlich reduziert wurde, konnte das Krebsrisiko nicht gesenkt werden. Im Jahr 2004 
rauchten im Alter von über 18 Jahren rund 32 % der deutschen Bevölkerung 
(Goeckenjan et al., 2010). Auch das Passivrauchen stellt einen erhöhten Risikofaktor 
dar, wobei die Dauer der Exposition entscheidend ist: In einer Metaanalyse von 2007 
zur Expositions-Wirkungs-Beziehung zwischen Passivrauchen und Lungenkrebs am 
Arbeitsplatz wurde bei Personen, die sich jahrelang in stark verrauchten Arbeitsräumen 
aufhielten, eine Verdopplung des Lungenkrebsrisikos gefunden (Stayner et al., 2007). 
Es wird davon ausgegangen, dass das Risiko an Lungenkrebs zu erkranken um 10 % 
verringert werden könnte, wenn die berufliche Exposition gegenüber kanzerogener 
Noxen wegfiele (Huber, 2006). In einer detaillierten Darstellung der gewerblichen 
Berufsgenossenschaften werden folgende Noxen in absteigender Häufigkeit zwischen 
1978 bis 2003 als Berufskrankheit bei Lungenkarzinomen anerkannt: Asbest, 
ionisierende Strahlung (Uranbergbau), PAK, Chromate, kristallines Siliziumdioxid, 
Arsen, Nickel und Dichlordimethylether;  wobei die mittlere Latenzzeit bei ca. 30 bis 40 
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Jahren liegt, sodass von einem Schwerpunkt der Einwirkungen der Noxen zwischen 
1950 bis 1970 ausgegangen wird, als dem Arbeitsschutz noch nicht so viel Bedeutung 
beigemessen wurde (Butz, 2005). Eine ausführliche Berufsanamnese sollte bei jeder 
Erstdiagnose einer Tumorerkrankung erhoben werden; der begründete Verdacht auf 
eine Berufskrankheit ist in Deutschland gesetzlich meldepflichtig (Mast et al., 2009). 
Weitere Risikofaktoren sind humane Papilloma (HPV)- und Epstein-Barr-Viren (EBV) 
(Giuliani et al., 2007; Ho et al., 2006; Subramanian und Govindan, 2007). HPV konnte 
nicht nur mit Plattenepithelkarzinomen auf dem Boden von Papillomen/Papillomatosen 
sondern in Asien auch mit Adenokarzinomen assoziiert werden (Chen et al., 2004; Will 
et al., 2006b). Das großzellige lymphoepitheliale Lungenkarzinom, eine seltene Variante 
des großzelligen Karzinoms, wurde mit EBV in Verbindung gebracht. Diese Virus-
assoziierten Bronchialkarzinome treten hauptsächlich in Asien und Afrika auf (bis zu 
80 %). Da in Europa mit einer Häufigkeit von ca. 5 % HPV-assoziierter Lungenkarzino-
me zu rechnen ist, sollte auch das HPV bei den Risikofaktoren mehr Berücksichtigung 
finden (Will et al., 2006a). 
Ein gehäuftes Auftreten von genetischen Mutationen in Tumorsuppressorgenen, 
Onkogenen, Apoptose-relevanten Genen und Zellzyklus-relevanten Genen führt zu 
einer malignen Transformation der normalen Bronchialschleimhaut. Hier können gene-
tische Faktoren besonders im jungen Alter zu einer beschleunigten Anhäufung dieser 
Mutationen führen (Bailey-Wilson et al., 2004; Kreuzer et al., 1998; Schwartz et al., 
1996). 
 
1.6 Prävention 
Da es keinen Schwellenwert gibt, unter dem der aktive – jedoch auch der passive – 
Tabakkonsum unbedenklich ist, stellt die absolute Nikotinkarenz den bei weitem 
wichtigsten Bestandteil der Prävention dar. In einer Studie durch Zhou et al., die 2006 
publiziert wurde, konnte gezeigt werden, dass die Prognose eines manifesten 
Bronchialkarzinoms (lokal, begrenztes NSCLC) besser ist, je früher der Tabakkonsum 
vor der Diagnosestellung beendet wurde (Zhou et al., 2006): Die 5-Jahres-Über-
lebensrate lag bei aktuellen Rauchern bei 50 %, bei Ex-Rauchern seit 1 - 8 Jahren bei 
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54 %, bei Ex-Rauchern seit 9 - 17 Jahren und bei 76 % bei Niemals-Rauchern. Weitere 
Bemühungen im Rahmen der Prävention, die jedoch im Vergleich zur Einstellung des 
Nikotinkonsums fast vernachlässigbar sind, beinhalten eine weitgehende Minimierung 
der Gefährdung kanzerogener Noxen am Arbeitsplatz, eine Verminderung der Radon-
exposition in Wohnungen durch bautechnische Maßnahmen, ein kritisches Überdenken 
der Indikationsstellung der Anwendung ionisierender Strahlung in der medizinischen 
Diagnostik und eine Reduktion der Dieselruß-Emission durch Dieselrußfilter 
(Goeckenjan et al., 2010).  
 
1.7 Morphologie  
Das pathologisch-anatomische Gutachten stellt die entscheidende Grundlage für die 
Diagnose, die Therapieplanung und die Einschätzung der Prognose von Lungentumo-
ren dar. Als Grundlage der mikroskopischen Charakterisierung dient die in Lyon 2004 
revidierte und erweiterte WHO-Klassifikation der Tumore von Lunge, Pleura, Thymus 
und Herz der „International Agency for Research on Cancer“ (IARC) sowie ein Vor-
schlag der „International Association for Study of Lung Cancer“ (IASLC), der „American 
Thoracic Society“ (ATS) und der „European Respiratory Society“ (ERS) aus dem Jahr 
2011 zur weitergehenden Klassifizierung von Adenokarzinomen und präinvasiven 
Läsionen in Lungenresektaten (Travis et al., 2011; Travis et al., 2004). Hierbei ging es 
der Arbeitsgruppe insbesondere darum, dass ein Großteil der Bronchialkarzinome (ca. 
70 %) bei der Erstdiagnose bereits inoperabel ist und damit das pathologisch-
anatomische Gutachten meist auf einer kleinen Biopsie bzw. einem zytologischen 
Präparat und eben nicht auf einem großen Tumorresektat, wie es streng genommen für 
die WHO Klassifikation von 2004 erforderlich war, beruht. In der 2011 veröffentlichten 
IASLC/ATS/ERS-Klassifikation von Adenokarzinomen der Lunge (s. unten)  wurden u.a. 
der Begriff bronchiolo-alveoläre Bronchialkarzinome (BAC) abgeschafft und Tumore, die 
zuvor unter diesem Begriff subsumiert wurden, an fünf anderen Stellen der Klassifikation 
erwähnt. Außerdem wurde die Auflistung der präinvasiven Läsionen um das 
Adenokarzinom in situ (AIS) erweitert und das mikropapilläre Adenokarzinom wurde als 
Tumorentität mit einer schlechten Prognose als ein neuer Subtyp eingeführt. Zu 
diagnostischen Schwierigkeiten kann die Mannigfaltigkeit des Lungenkarzinoms führen. 
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Das Vorhandensein der vielen Mischentitäten – z.B. das kombinierte kleinzellige 
Karzinom, das adenosquamöse Karzinom, das Karzinosarkom – , die Heterogenität des 
Tumors sowie „die zu beobachtenden phänotypischen Transitionen zwischen mehreren 
Subtypen“ deuten nach Petersen auf die ausgeprägte genetische Instabilität, die 
schließlich auch für die hohe Morbiditäts- und Mortalitätsrate maßgeblich ist, hin 
(Petersen, 2011). Travis et al. geben in der neuen Klassifikation erstmals auch eine 
Empfehlung zur Verwendung des häufig limitierten Materials aus Biopsien und 
zytologischen Präparaten sowie zu deren Terminologie mit dem Ziel, dass im Anschluss 
an die subtile Diagnostik eine Festlegung auf eine definitive Tumorentität und damit die 
bestmögliche Therapie möglich ist und nicht nur eine Unterscheidung zwischen SCLC 
und NSCLC erfolgt (Travis et al., 2011). 
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Tab. 2: Histologische Klassifizierung des Bronchialkarzinoms  
(basierend auf der WHO-Klassifikation von 2004 und der IASLC/ATS/ERS-Klassifikation 
der Lungenkarzinome von 2011) Die folgende Tabelle stellt eine ausführliche Übersicht 
über die aktuellen histologischen Subgruppen des Bronchialkarzinoms dar. Als 
Grundlagen dienen hierbei die WHO-Klassifikation der Tumore von Lunge, Pleura, 
Thymus und Herz der IRC von 2004 sowie ein Vorschlag der IASLC, der ATS und der 
ERC zur weiterführenden Klassifizierung von Adenokarzinomen und präinvasiven 
Läsionen in Lungenresektaten von 2011 (Travis et al., 2011; Travis et al., 2004). 
• Preinvasive lesions 
 Squamous dysplasia/carcinoma in situ (CIS) 
 Atypical adenomatous hyperplasia (AAH) 
 Adenocarcinoma in situ (AIS) (nonmucinous, mucinous, or mixed nonmucinous/mucinous) 
 Diffuse idiopathic pulmonary neuroendocrine cell hyperplasia (DIPNECH) 
• Squamous cell carcinoma 
 Papillary 
 Clear cell 
 Small cell 
 Basaloid 
• Small cell carcinoma 
 Combined small cell carcinoma 
• Adenocarcinoma 
 Minimal invasive adenocarcinoma (MIA) (≤ 3 cm lepidic predominant tumor with ≤ 5 mm invasion) 
 nonmucinous, mucinous, or mixed nonmucinous/mucinous 
 Invasive adenocarcinoma 
 Lepidic predominant (LPA - formerly nonmucinous bronchioalveolar carcinoma (BAC) pattern, 
with ≥ 	mm invasion) 
 Acinar predominant 
 Papillary predominant 
 Micropapillary predominant 
 Solid predominant with mucin 
 Variants of invasive adenocarcinoma 
 Invasive mucinous adenocarcinoma (formerly mucinous BAC) 
 Colloid 
 Fetal (low and high grade) 
 Enteric 
• Large cell carcinoma 
 Large cell neuroendocrine carcinoma (LCNEC) 
 Combined LCNEC 
 Basaloid carcinoma 
 Lymphoepithelioma-like carcinoma 
 Clear cell carcinoma 
 Large cell carcinoma with rhabdoid phenotype 
• Adenosquamous carcinoma 
• Sarcomatoid carcinomas 
 Pleomorphic carcinoma 
 Spindle cell carcinoma 
 Giant cell carcinoma 
 Carcinosarcoma 
 Pulmonary blastoma 
 Other 
• Carcinoid tumor 
 Typical carcinoid (TC) 
 Atypical carcinoid (AC) 
• Carcinomas of salivary gland type 
 Mucoepidermal carcinoma 
 Adenoid cystic carcinoma 
 Epimyoepithelial carcinoma 
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Im Folgenden sollen die wichtigsten histomorphologischen Subtypen vorgestellt werden. 
Das kleinzellige Bronchialkarzinom (engl.: small cell lung cancer = SCLC) kommt vor 
allen Dingen bei Patienten mit einer langen und früh begonnenen Raucheranamnese 
vor und befindet sich zum größten Teil im Bereich der zentralen und intermediären 
Segment- und Subsegmentbronchien; es wächst häufig manschettenförmig, intramural-
bronchial sowie perivasal. Diese Tumorentität zeichnet sich durch eine frühzeitige 
Stromainvasion mit darauffolgender Metastasierung über die Lymph- und Blutgefäße 
aus; aufgrund des schnellen Wachstums finden sich häufig nekrotische Areale. 
Mikroskopisch kommen kleine bis mittelgroße, runde, zytoplasmaarme Zellen mit 
hyperchromatischen, pleomorphen und dunklen Kernen sowie lediglich vereinzelten 
Nukleolen und zahlreichen Mitosen zur Darstellung. Die Tumorzellen liegen in unge-
ordneten Zellverbänden dicht zusammen, wobei sich die Kerne gegenseitig verformen, 
was als „moulding“ bezeichnet wird. Die maximale Größe der Zellen kleinzelliger Kar-
zinome entspricht der dreier inaktiver Lymphozyten (4 - 9 µm). Charakteristisch sind 
Quetschartefakte und hämatoxyphile Gefäßanomalien (Müller und Wiethege, 2004). 
Neben kleinzelligen Karzinomen lassen sich besonders auch kombiniert kleinzellige 
Karzinome finden, die sich durch Anteile nicht kleinzelliger, adenoider, plattenepitheli-
aler oder großzellig differenzierter Karzinomanteile auszeichnen. Als Abkömmlinge des 
neuroendokrinen Systems können kleinzellige Karzinomzellen multiple Peptide wie z.B. 
ACTH, ADH, PTHrP oder Calcitonin produzieren, wodurch paraneoplastische Syndrome 
hervorgerufen werden können. 
Das Plattenepithelkarzinom befindet sich als stenosierend wachsender Tumor haupt-
sächlich in Segment- und Subsegmentbronchien, kann jedoch auch als isolierter 
knotiger Rundherd auftreten; es ist durch den Nachweis von Interzellularbrücken und/ 
oder einer Keratin 5/6- und p40/p63-Expression bis hin zur Ausbildung von konzen-
trisch geschichteten Hornperlen definiert, wobei der Nachweis von Verhornungen 
entscheidend für die Zuordnung zu einem Plattenepithelkarzinom ist. Extrathorakale 
Metastasen treten später auf als bei den anderen Subtypen. Makroskopisch zeigen die 
grau-weißen Tumore eine feste bis bröckelige Konsistenz und besonders im höheren 
Lebensalter führen sie durch Destruktion oder Infiltration der Gefäße im Tumor und der 
daraus resultierenden Durchblutungsstörung zu Nekrosen bzw. Kavernenbildungen. Die 
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invasiven Plattenepithelkarzinome zeigen sehr unterschiedliche Differenzierungsgrade – 
von gut differenzierten verhornenden, langsam wachsenden epidermisähnlichen 
Epithelverbänden bis hin zu losen undifferenzierten Zellverbänden mit geringem 
Stromaanteil und kaum erkennbaren plattenepithelialen Eigenschaften.  
Die Prävalenz von Adenokarzinomen hat in den letzten 20 Jahren um ca. 50 % zuge-
nommen, mittlerweile sind sie häufiger als Plattenepithelkarzinome. Dieser Subtyp 
dominiert bei Frauen, Nichtrauchern und Patienten unter 45 Jahren. Adenokarzinome 
befinden sich hauptsächlich in der Peripherie, sie wachsen zwar langsamer als andere 
NSCLC-Typen, besitzen jedoch eine hohe Angioinvasivität. Dies spiegelt sich klinisch in 
einer relativ hohen hämatogenen Metastasierungsrate besonders in das zentrale 
Nervensystem wider. Es zeigt sich eine zentrale Tumorvernarbung als Folge erheblicher 
Regressionsphänomene im Bereich der Blutgefäße der zentralen Stromaanteile. 
Makroskopisch stellt sich eine grau-weiße, körnig-glasige  Schnittfläche mit einer 
zentralen schwarzen Pigmentspeicherung dar (Müller und Wiethege, 2004). 
Mikroskopisch erkennt man atypische drüsenähnliche Strukturen, Schleimsubstanzen, 
Sekretvakuolen und mehrkernige Riesenzellen. Die Tumorzellen sind durch große, 
hyperchromatische, exzentrische gelegene Kerne mit häufig unregelmäßiger Kontur und 
großen Nukleolen gekennzeichnet. Wie bereits oben dargestellt, gibt es seit 2011 eine 
neue Klassifikation der Adenokarzinome (s. Tabelle 1), deren Entstehung u.a. auf der 
Tatsache beruht, dass es histomorphologisch zu unterscheidende Subtypen mit 
unterschiedlicher Prognose gibt, deren Pathologie auf verschiedene genetische Defekte 
sowie das Therapieansprechen hinweisen kann (Travis et al., 2011). Neben der 
atypischen adenomatösen Hyperplasie (AAH) wurde das Adenokarzinom in situ (AIS) 
mit seinen entsprechenden Untergruppen als eine neue präinvasive Läsion in die 
Klassifikation aufgenommen. Die AAH stellt eine bronchiolo-alveoläre Proliferation dar, 
die aus fokalen Ansammlungen von leicht atypischen, kubischen bis niedrigen, 
säulenartigen Epithelzellen entlang der Alveolen und der Bronchiolen besteht. Die 
Abgrenzung der AAH gegenüber einiger anderer Läsionen kann aufgrund von 
Überschneidungen in den morphologischen Eigenschaften schwierig sein; hier sind das 
nichtmuzinöse AIS, das minimalinvasive Adenokarzinom (MIA) oder das lepidisch 
prädominante Adenokarzinom (LPA) zu nennen. Das niedriggradige AIS entspricht dem 
ehemaligen reinen bronchiolo-alveolären Karzinom ohne invasives Wachstum; es ist 
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gekennzeichnet durch eine drüsige Proliferation von ≤ 3 cm Größe mit lepidischem 
Tumorwachstum und einer guten Prognose. Hauptsächlich lassen sich nichtmuzinöse 
Tumorzellen sowie Pneumozyten Typ 2 und Clara Zellen finden (Travis, 2011). Des 
Weiteren wurde das ebenfalls niedriggradige MIA als ein lepidisch prädominanter Tumor 
eingeführt, der ≤ 3 cm misst und eine invasive Komponente von ≤ 5 mm besitzt. Die 
invasiven Adenokarzinome werden jetzt nach dem prädominanten Wachstumsmuster in 
verschiedene Subgruppen mit unterschiedlichen Prognosen eingeteilt. Das LPA, das 
hauptsächlich aus Pneumozyten Typ 2 und Clara Zellen besteht und eine invasive 
Komponente von ≥ 5 mm besitzt, hat die beste Prognose, gefolgt von dem prädominant 
papillären und azinären Subtyp. Das neu eingeführte prädominant mikropapilläre 
Adenokarzinom hingegen weist mit einem 5-Jahre krankheitsfreien Überleben (disease 
free survival = DFS) von 67 % eine schlechte Prognose bereits im Frühstadium auf 
(Miyoshi et al., 2003; Travis et al., 2011; Tsutsumida et al.; Yoshizawa et al., 2011). 
Das großzellige Bronchialkarzinom zeigt sich vor allen Dingen in der Lungenperipherie, 
kann jedoch auch selten zentral lokalisiert sein, und erscheint als großer nekrotischer 
Tumor. Es ist eine Ausschlussdiagnose – plattenepithelartige Zellen und adenoide 
Komponenten müssen mittels Lichtmikroskopie ausgeschlossen werden. Histologisch 
zeigen sich Lagen und Nester von großen anaplastischen, polygonalen Zellen mit 
vesikulären Nuklei und prominenten Nukleoli. Die Diagnose eines großzelligen 
Bronchialkarzinoms kann nur anhand eines Resektionspräparates gestellt werden, da 
die Anwesenheit von Adenokarzinom- oder Plattenepithelkarzinomzellen in einer klei-
nen Biopsie oder einem zytologischen Präparat nicht ausgeschlossen werden kann 
(Travis et al., 2004). Nach der neuen 2011 eingeführten Klassifikation nach IASLC/ 
ATS/ERS sollten diese Tumore, wenn die Diagnose auf einer Biopsie o.ä. beruht, als 
NSCLC-NOS (= not otherwise specified) eingestuft werden, solange sie nur mittels 
Lichtmikroskopie evaluiert worden sind (Travis et al., 2011; Travis et al., 2004).  
Eine immunhistochemische und genetische Aufarbeitung von 583 Lungenkarzinom-
fällen durch das „Clinical Lung Cancer Genome Project (CLCGP)” und das “Network 
Genomic Medicine (NGM)” der Uniklinik Köln führte zu einer Reklassifizierung nahezu 
aller primär als „großzellige Bronchialkarzinome“ diagnostizierten Lungenkarzinome in 
Adeno-, Plattenepithel-, neuroendokrine und kleinzellige Karzinome, was insbesondere 
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auch neue therapeutische Optionen eröffnet(e) und zeigt, dass die Diagnose „groß-
zelliges Bronchialkarzinom“ in Zukunft aufgrund der immer weiter reichenden Diagnos-
tik kaum noch gestellt werden wird (Seidel et al., 2013) 
 
1.8 Aktuelles Staging und Stadieneinteilung 
Das Staging des Lungenkarzinoms nach der aktuell gültigen 7. Auflage der TNM-
Klassifikation sowie die Stadieneinteilung nach den Kriterien der „Union for International 
Cancer Control“ (UICC) sollten die Grundlagen zur Therapieplanung und 
Prognoseabschätzung eines jeden Tumorpatienten stellen. Seit 2010 gilt die 7. aktu-
alisierte TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung der UICC, sie wurde 2009 von Sobin 
publiziert (Sobin et al., 2010). Als Grundlage diente die Auswertung von Über-
lebensdaten von mehr als 67.000 Patienten mit NSCLC durch die IASLC, die zur 
Änderung der TNM-Deskriptoren geführt hat (Goldstraw et al., 2007; Groome et al., 
2007; Postmus et al., 2007). Die folgenden Tabellen stellen diese Modifikationen dar. 
Dies sind insbesondere die Einführungen neuer Subtypen (T1a/b, T2a/b, M1a/b), da 
festgestellt wurde, dass die Ausdehnung des Primärtumors noch eine höhere prognos-
tische Relevanz birgt. Ein maligner Perikard- oder Pleuraerguss entspricht jetzt dem 
Stadium M1a bzw. IV nach UICC. Kann ein maligner Erguss durch den Tumor mittels 
einer mehrfachen negativen Zytologie ausgeschlossen werden und der Erguss ist weder 
hämorrhagisch noch exsudativ, dann wird der Erguss beim Staging nicht berücksichtigt 
und der Tumor wird als M0 eingestuft. 
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Tab. 3: TNM-Klassifikation nach IASLC (UICC 7. Auflage)  
Seit 2010 gilt diese aktualisierte TNM-Klassifikation, sie wurde von der UICC und dem 
American Joint Comittee on Cancer (AJCC) anerkannt und gilt seit dem 01.01.2010. 
Neu sind insbesondere die Einführungen neuer Subtypen (T1a/b, T2a/b, M1a/b), da 
herausgefunden wurde, dass die Ausdehnung des Primärtumors prognostisch noch 
bedeutsamer ist. Außerdem entspricht ein maligner Erguss jetzt dem Stadium M1a bzw. 
IV nach UICC und nicht mehr T4 bzw. IIIB. 
 
T-Primärtumor 
 
Tx Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
Tis Carcinoma in situ 
T1 
 
T1a 
T1b 
Tumor bis 3 cm, umgeben von Lungengewebe oder viszeraler Pleura, Hauptbronchus 
bronchoskopisch frei 
Läsion bis 2 cm 
Läsion größer 2 cm bis 3 cm 
T2 
 
 
 
 
T2a 
T2b 
Tumor größer > 3 cm ≤ 7 cm mit Befall von 
- Hauptbronchus ≥ 2 cm entfernt von Carina oder 
- viszerale Pleura infiltriert oder 
- Atelektase oder 
- obstruktive Entzündung bis zum Hilus, aber nicht der ganzen Lunge 
Läsion bis 5 cm 
Läsion bis 7 cm 
T3 T2-Tumor größer als 7 cm 
Tumor jeder Größe mit Infiltration von 
- Brustwand oder 
- Zwerchfell oder 
- mediastinalem Perikard oder 
- parietalem Perikard 
Hauptbronchus ≤ 2 cm entfernt von Carina, Carina selbst frei 
Atelektase oder obstruktive Entzündung der ganzen Lunge 
getrennte Herde im gleichen Lungenlappen (ehem. T4) 
 
T4 Tumor jeder Größe mit Infiltration von 
- Mediastinum oder 
- Herz oder 
- großen Gefäßen oder 
- Trachea oder  
- Ösophagus oder 
- Wirbelkörper oder 
- Carina 
Tumorherde in anderen Lungenlappen ipsilateral (ehem. M1) 
N-Lymphknoten 
Nx regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1 Metastasen in ipsilateralen peribronchialen Lymphknoten und/oder in ipsilateralen Hilus-
Lymphknoten (einschließlich einer direkten Ausbreitung des Primärtumors) 
N2 Metastasen in ipsilateralen, mediastinalen und/oder subkarinalen Lymphknoten 
N3 Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen Hilus-, ipsi- oder kontralateralen 
Skalenus- oder supraklavikulären Lymphknoten 
M-Metastasierung 
Mx Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden. 
M1a Tumor mit malignem Pleura- oder Perikarderguss (ehem. T4) 
Tumorherde in der kontralateralen Lunge 
M1b Fernmetastasen 
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Tab. 4: Stadieneinteilung nach IASLC (UICC 7. Auflage) 
Die folgende Tabelle zeigt die neue Stadieneinteilung nach IASLC von 2010. 
 
Stadieneinteilung Tumor Nodi Metastasen 
okkultes Karzinom Tx N0 M0 
Stadium IA T1a 
T1b 
N0 
N0 
M0 
M0 
Stadium IB T2a N0 M0 
Stadium IIA T1a 
T1b 
T2a 
T2b 
N1 
N1 
N1 
N0 
M0 
M0 
M0 
M0 
Stadium IIB T2b 
T3 
T3 gleicher Lappen 
N1 
N0 
N0 
M0 
M0 
M0 
 
 
Stadium IIIA T1 
T2 
T3 
T3 
T3 gleicher Lappen 
T3 gleicher Lappen 
T4 Ausdehnung 
T4 Ausdehnung 
T4 Herd ipsilateral 
T4 Herd ipsilateral 
N2 
N2 
N1 
N2 
N1 
N2 
N0 
N1 
N0 
N1 
M0 
M0 
M0 
M0 
M0 
M0 
M0 
M0 
M0 
M0 
Stadium IIIB T4 Ausdehnung 
T4 Herd ipsilateral 
jedes T 
N2 
N2 
N3 
M0 
M0 
M0 
Stadium IV jedes T 
jedes T 
jedes N 
jedes N 
M1a 
M1b 
 
Des Weiteren wird das Stadium IIIA nach Robinson et al. seit 2007 in weitere Sub-
gruppen differenziert, die die prä- bzw. intraoperativen Befunde erläutern und für die 
Prognose sowie die weitere Differentialtherapie von Bedeutung sind (Robinson et al., 
2007; Robinson et al., 2003). 
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Tab. 5: Klassifikation des Stadiums IIIA nach Robinson et al., 2007  
Nach Robinson et al. wird das Stadium IIIA (N2) seit 2007 klinisch in weitere vier 
Subgruppen nach Auswertung von prä- bzw. intraoperativen Befunden, die für die 
Prognose und die adjuvante Therapie bedeutsam sind, unterteilt (Robinson et al., 2007). 
 
Untergruppe Beschreibung 
IIIA1  inzidenteller Nachweis von mediastinalen Lymphknotenmetastasen in einer Lymphknotenstation 
bei der postoperativen histologischen Untersuchung des Resektats 
IIIA2  intraoperativer Nachweis von Lymphknotenmetastasen in einer Lymphknotenstation 
IIIA3  präoperativer Nachweis von Lymphknotenmetastasen in einer oder mehreren 
Lymphknotenstationen durch Staging mittels Mediastinoskopie, Feinnadelaspiration oder PET 
IIIA4 „bulky“ oder fixierte N2-Metastasen oder Metastasen in mehreren Lymphknotenstationen 
(mediastinale Lymphknoten > 2 - 3 cm mit extrakapsulärer Infiltration; Befall mehrerer N2-
Lymphknotenpositionen; Gruppen multipler befallener kleinerer (1 - 2 cm) Lymphknoten  
 
Das kleinzellige Lungenkarzinom sollte ebenfalls nach diesen aktuellen TNM- und 
UICC-Kriterien klassifiziert werden, jedoch wurde dieses System primär für das NSCLC 
entwickelt und validiert. Nahezu alle Studien zum SCLC beruhen auf der vor knapp 40 
Jahren verfassten Einteilung der „Veterans Administration Lung Cancer Study Group“ 
(VALCSG) in „limited“ oder „extensive disease“, je nachdem ob der Tumor in ein 
Bestrahlungsfeld passt oder nicht. Nach der sogenannten „Marburger Klassifikation“, die 
Anfang der 1990er Jahre durch die IASLC und eine deutsche Studiengruppe eingeführt 
wurde, werden klinisch relevante Subgruppen der begrenzten und grenzüberschrei-
tenden Tumore unterschieden (Seeber, 1995). Neben der Tumorausbreitung sind der 
ECOG Performance Status, das Geschlecht – Frauen weisen in allen Untergruppen eine 
günstigere Prognose auf –, und der Laborparameter LDH, der mit der Prognose negativ 
korreliert und mindestens gleichbedeutend mit der Bedeutung des Tumormarkerwertes 
NSE ist, von besonderer prognostischer Relevanz (Albain et al., 1990; Bremnes et al., 
2003; Cerny et al., 1987; Johnson et al., 1993; Rawson und Peto, 1990; Sagman et al., 
1991; Singh et al., 2005; Spiegelman et al., 1989; Wolf et al., 1991a). 
 
1.9 Gegenwärtige, stadiengerechte Therapieoptionen 
Die Therapieentscheidung beim Lungenkarzinom beruht auf klinischen, radiologischen 
sowie histologischen – und hier insbesondere molekularen – Kriterien; sie sollte in 
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Tumorkonferenzen multidisziplinär gefällt werden. Zunächst wird die Therapie des 
kleinzelligen grundsätzlich von der des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms 
unterschieden. 
Bei Patienten mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom im Stadium T1-2 N0-1 M0 („very 
limited disease“) ohne mediastinalen Lymphknotenbefall sollten eine primäre Operation 
– wenn möglich eine Lobektomie – mit anschließender adjuvanter Chemotherapie (4 
Zyklen Cisplatin/Etoposid) sowie eine prophylaktische Ganzhirnbestrahlung, die sowohl 
das Gesamt- (OS = overall survival) als auch das erkrankungsfreie Überleben bei 
Patienten in kompletter Remission verbessert, in Betracht gezogen werden (Auperin et 
al., 1999; Maassen et al., 1985; Shepherd et al., 1991; Tsuchiya et al., 2005; Ulsperger 
et al., 1991; Waddell und Shepherd, 2004). Postoperativ sollte zusätzlich eine 
Mediastinalbestrahlung bei N1-Befall diskutiert bzw. bei N2-Befall durchgeführt werden; 
bei einer R1/R2-Resektion wird sie ebenfalls empfohlen (Goeckenjan et al., 2010). Im 
Stadium T3-4 N2-3 M0 („limited disease“) stellt die Chemotherapiekombination 
Cisplatin/Etoposid – am besten mit simultaner Durchführung einer Radiatio bei 
bestrahlungsfähiger Primärtumorausdehnung unter Berücksichtigung des biologischen 
Alters und der Komorbiditäten – gefolgt von einer prophylaktischen Schädelbestrahlung 
nach Erreichen einer kompletten Remission, die sowohl das Gesamt- als auch das 
erkrankungsfreie Überleben verbessern kann, aufgrund der guten Datenlage die 
Therapie der 1. Wahl dar (Arriagada et al., 2002; Auperin et al., 1999; Goeckenjan et al., 
2010; Mascaux et al., 2000; Meert et al., 2001; Pujol et al., 2000). 
Nach einer Phase-III-Studie aus Japan von Takada et al. kann die mediane Über-
lebenszeit durch eine simultane, hyperfraktionierte – im Vergleich zu einer konsekutiven 
– Strahlentherapie unter Berücksichtigung der erhöhten Toxizität (besonders Pan-
zytopenien) deutlich – von 19,7 auf 27,2 Monate – verlängert werden (Takada et al., 
2002). Erwähnenswert ist, dass das Einstellen des Nikotinkonsums unter simultaner 
Radiochemotherapie die Prognose verbessert (Videtic et al., 2003). Liegt eine 
metastasierte Tumorausbreitung („extensive disease“) vor, wird standardmäßig  eine 
Kombinationschemotherapie  mit Cisplatin/Etoposid bzw. Carboplatin/Etoposid durch-
geführt, wobei die Carboplatingabe zu weniger Nebenwirkungen führt, besser verträg-
lich ist und daher in der S3-Leitlinie für Lungenkarzinome bevorzugt wird; in der 
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deutschen Studie von Wolf et al. zeigten sich gleiche Ansprechraten und Überlebens-
vorteile für beide Platinderivate (Goeckenjan et al., 2010; Wolf et al., 1991b). Bei Auf-
treten einer Hirnmetastasierung sollte möglichst frühzeitig und am besten simultan zu 
einer Chemotherapie eine Strahlentherapie eingeleitet werden, da es hierbei zu einer 
deutlich besseren Remissionsrate kommt; die mediane Überlebenszeit war jedoch in 
beiden Gruppen mit 3,2 vs. 3,5 Monaten schlecht (Postmus et al., 2000). Ansonsten ist 
– wie zuvor beschrieben – nach Erreichen einer kompletten Remission eine prophy-
laktische Ganzhirnbestrahlung indiziert. Liegt eine resistente Erkrankung oder ein 
sensibles Rezidiv vor, sollte nach der Second-Line-Studie von O’Brien et al. die Durch-
führung einer Topotecan-Monotherapie evaluiert werden, die im Vergleich mit einem 
Best-supportive-care-Vorgehen einen signifikanten Überlebensvorteil erbrachte (O'Brien 
et al., 2006) . 
NSCLC-Patienten im Stadium I und II – mit Einschränkungen auch im Stadium III – 
sollten abhängig von der funktionellen Operabilität einer vollständigen Resektion 
(Lobektomie) mit systematischer, radikaler Dissektion ispsilateraler und mediastinaler 
Lymphknoten zugeführt werden (Goeckenjan et al., 2010). Ab dem Stadium II wird eine 
platinbasierte, adjuvante Kombinationstherapie empfohlen, die innerhalb von 60 Tagen 
postoperativ begonnen werden sollte, wobei die Gabe von Cisplatin und Vinorelbin für 
die Dauer von 4 Zyklen am besten belegt ist (Arriagada et al., 2004; Arriagada et al., 
2010; Goeckenjan et al., 2010). Kann der Patient aufgrund seiner Komorbiditäten bzw. 
seiner Lungenfunktion nicht kurativ operiert werden, kommen Alternativen, wie z.B. eine 
definitive Radiatio oder eine limitierte Resektion, zum Zuge (Goeckenjan et al., 2010). 
Die Subgruppen des Stadiums IIIA des NSCLC sind in ihrer Tumorausbreitung hetero-
gen und so gibt es auch keine generelle Standardtherapieempfehlung. Ein operatives 
Vorgehen mit adjuvanter, platinbasierter Chemotherapie ist prinzipiell im Stadium IIIA1 
und IIIA2 indiziert. Der Nutzen einer postoperativen Mediastinalbestrahlung sollte beim 
Befall von mediastianalen Lymphknoten (N2) geprüft werden (Goeckenjan et al., 2010). 
Die Therapie für Patienten des Stadiums IIIA3  sollte interdisziplinär und individuell ent-
schieden und an Zentren durchgeführt werden. Albain et al. konnten beim Vergleich 
einer simultanen neoadjuvanten Radiochemotherapie mit nachfolgender Resektion und 
folgender adjuvanter Chemotherapie mit einer definitiven Radiochemotherapie ohne 
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Resektion insgesamt keinen Unterschied im medianen Überleben feststellen (Albain et 
al., 2009). Bisher wird in diesem Stadium daher die definitive Radiochemotherapie 
empfohlen. Ein trimodales Vorgehen, d.h., neoadjuvante Therapie, Operation, adjuvante 
Therapie, sollte nach Albain et al. nur dann erfolgen, wenn ein mediastinales 
Ansprechen, die Wahrscheinlichkeit einer R0-Resektabilität ohne Pneumektomie sowie 
ein stabiler Allgemeinzustand gegeben sind (Albain et al., 2009). 
Im Stadium IIIB ist nach der „Interdisziplinären S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft 
für Pneumologie und Beatmungsmedizin und der Deutschen Krebsgesellschaft“ primär 
eine Radiochemotherapie indiziert, wobei die simultane der sequentiellen Therapie 
überlegen ist (Goeckenjan et al., 2010).  Auch hier werden cisplatinbasierte Chemo-
therapieprotokolle gewählt. In begründeten Einzelfällen kann im Stadium IIIA4/IIIB ein 
multimodaler Behandlungsansatz – am besten im Rahmen einer Studie – mit integrierter 
Operation erfolgen (Goeckenjan et al., 2010). 
Neben einer palliativen, platinbasierten Kombinationschemotherapie rücken im Stadium 
IV multimodale, zielgerichtete Therapieansätze in den Vordergrund, die die Prognose, 
z.B. durch die Hinzunahme von neueren Substanzen wie Pemetrexed oder dem VEGF-
Antikörper Bevacizumab beim nicht-plattenepithelialen NSCLC, verbessern können 
(Goeckenjan et al., 2010). Des Weiteren spielt die palliative Bestrahlung von singulären 
oder multiplen Nebennieren-, Hirn- oder Knochenmetastasen (hier auch zur 
Schmerzlinderung) sowie bei metastatischer Myelonkompression zur Verhinderung 
einer Querschnittslähmung, dann je nach Klinik in Kombination mit einer 
neurochirurgisch entlastenden Operation sowie einer begleitenden, hochdosierten 
Steroidtherapie, eine entscheidende Rolle (Goeckenjan et al., 2010; Greiner und 
Gruber, 2001; Sorensen et al., 1994). Liegen Knochenmetastasen vor, so wird neben 
der palliativen Systemtherapie eine regelmäßige Bisphosphonatgabe zur Verringerung 
der Inzidenz von pathologischen Frakturen, Spinalkanalkompressionen und Hyper-
kalzämien  durchgeführt, die insbesondere in der Kombination mit einer Strahlenthe-
rapie sehr effektiv ist und auch analgetische Wirkung haben kann (Berenson, 2005; 
Goeckenjan et al., 2010; Rosen et al., 2003; Wong und Wiffen, 2002). 
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1.9.1.1 Molekulare, zielgerichtete Therapiemöglichkeiten 
In den letzten Jahren wurde das therapeutische Armamentarium zur Behandlung der 
fortgeschrittenen Tumorstadien des NSCLC um einige molekulare, zielgerichtete The-
rapieansätze erweitert, welche spezifisch auf die Pathomechanismen des Tumors aus-
gerichtet sind. Bereits 1984 entwickelten Masui et al. monoklonale Antikörper, die an die 
extrazelluläre Domäne des EGFR binden und das Tumorwachstum von Lungen- und 
Vulvakarzinomzellen in Mausmodellen erheblich inhibieren (Masui et al., 1984). 
Insbesondere Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge profitieren besonders – 
der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) und das Ziel, diesen in seiner Akti-
vität zu hemmen, waren und sind hier Schwerpunkt der Forschungen. Es konnte 
herausgefunden werden, dass aktivierende „driver“-Mutationen im Gen des EGFR, die 
zu einer anhaltenden Aktivierung der nachgeschalteten Signaltransduktionskaskaden 
führen, mit der Wirksamkeit von so genannten niedermolekularen EGFR-Tyrosin-
kinaseinhibitoren (TKI), die an die intrazelluläre Domäne des EGFR binden, korrelieren 
(Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Riely et al., 2006). In einer Studie von Lynch et al. 
des Cancer Centers Boston aus dem Jahr 2004 lagen diese Mutationen in 8 % der 
Tumorproben vor; Paez et al. wiesen 2004 diese Genveränderungen in 15 von 58 
unselektierten Tumorproben asiatischer Patienten nach, was einer Häufigkeit von 26 % 
entspricht; auch bei Riely et al. zeigte sich 2006 mit 24 % ein höherer Anteil an EGFR-
Mutationen als bei Lynch et al., wobei hier eine deutliche Assoziation mit einer 
asiatischen Herkunft festgestellt wurde. 
Durch eine reversible, selektive Bindung dieser TKI – wie z.B. der 4-Anilinoquinazoline 
Gefitinib und Erlotinib – an die intrazelluläre, katalytische ATP-Domäne des EGFR, 
konkurrieren sie als kompetitiver Inhibitor um ATP und verhindern so die EGFR-Auto-
phosphorylierung (Wakeling et al., 2002). Gefitinib wurde 2003 von der Food and Drug 
Administration (FDA) in den USA zur Therapie von lokal fortgeschrittenen und metas-
tasierten NSCLC bei Patienten mit Chemotherapieversagen mit cisplatin- und 
docetaxelbasierten Therapien zugelassen, nachdem es in zwei Phase-II-Studien eine 
klinisch relevante Antitumoraktivität zeigte (Fukuoka et al., 2003; Kris et al., 2003). 
Jedoch konnte dieses Ergebnis in der placebokontrollierten und randomisierten ISEL-
Studie (Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer) nicht reproduziert werden (Thatcher 
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et al., 2005); in der Subgruppenanalyse ließ sich hingegen ein Überlebensvorteil bei 
Asiaten und Niemalsrauchern finden. Die 2009 veröffentlichte IPASS-Studie (Iressa Pan 
Asia Study) zeigte, dass Gefitinib in der Erstlinientherapie bei Adenokarzinompatienten 
ostasiatischer Herkunft mit positivem EGFR-Mutationsstatus (Exon-19-Deletion oder 
L858R-Punktmutation) zu einer signifikanten Reduktion des Progressionsrisikos um 
52 % im Vergleich zu einer Chemotherapie mit Carboplatin/Paclitaxel führte (Mok et al., 
2009). 
In der plazebokontrollierten BR21-Studie wurde durch Erlotinib nach Versagen der Erst- 
und Zweitlinientherapie ein Überlebensvorteil von zwei Monaten erzielt, wobei eine 
asiatische Herkunft, der histologische Nachweis eines Adenokarzinoms sowie 
Niemalsrauchen unabhängige, signifikante Prädiktoren für ein gutes Therapiean-
sprechen waren (Shepherd et al., 2005). Neben einer Verbesserung der Lebensqualität 
kann durch Erlotinib die Zeit bis zum Einsetzen von typischen tumorassoziierten 
Symptomen wie Husten, Dyspnoe und Schmerzen verlängert werden; auch deshalb 
sollten TKI in der Palliativtherapie bei entsprechendem Mutationsstatus eingesetzt 
werden (Bezjak et al., 2006; Shepherd et al., 2005). Erlotinib wurde im November 2004 
durch die FDA für die Zweit- und Drittlinientherapie von chemotherapieresistenten 
NSCLC zugelassen. Sharma et al. verglichen 2007 das schlechtere Abschneiden von 
Gefitinib in der ISEL- mit dem von Erlotinib in der BR21-Studie und stellten fest, dass 
zum Einen Erlotinib in der Maximaldosis (150 mg = maximal tolerierte Dosis, MTD) und 
Gefitinib in einer niedrigeren Dosis (250 mg bei einer MTD von 600 mg) appliziert wurde 
und dass es zum Anderen Unterschiede in der Patientenrekrutierung gegeben hatte 
(Sharma et al., 2007). 
Zu den häufigsten Nebenwirkungen werden in der Packungsbeilage eine dosisab-
hängige Diarrhoe, das Auftreten von diversen Hautveränderungen, u.a. dem Akne-
ähnlichen Exanthem „Rash“, Infektionen, Appetit- und Gewichtsverlust, Magen-
schmerzen, Verdauungsstörungen, Magen- oder Darmblutungen bzw. -perforationen, 
Depression, Müdigkeit, verschlechterte Blutwerte für die Leberfunktion und interstitielle 
Lungenerkrankungen angegeben.  
Der papulopustulöse Hautausschlag („Rash“) kommt mindestens bei 2/3 aller Patienten 
vor, die mit EGFR-Inhibitoren therapiert werden, wobei die Inzidenz unter einer Therapie 
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mit monoklonalen Antikörpern deutlich höher ist als unter einer TKI-Behandlung. Er 
betrifft hauptsächlich das Gesicht, den oberen Thorax und Rücken, manifestiert sich 
innerhalb von zwei bis drei Tagen nach Beginn der Therapie und verschlimmert sich in 
den nächsten ein bis drei Wochen (Abdullah et al., 2012; Busam et al., 2001; Perez-
Soler et al., 2005). Durch die Inhibierung des EGFR, der in der Signalübertragung der 
Haut eine Schlüsselrolle besitzt, kommt es zu einer entarteten Instandhaltung des 
Epitheliums; dies führt zu einer veränderten Reifung der Hautschichten, einer 
oberflächlichen Infiltration von Entzündungszellen in die perifollikulären, 
hyperkeratotischen Hautschichten sowie einer eitrigen, oberflächlichen Follikulitis. Alle 
diese Prozesse bewirken letztendlich eine Ausdünnung der Epidermis und somit der 
schützenden Barrierefunktion der Haut, was eine verstärkte Sensitivität gegenüber UV-
Strahlung sowie eine verzögerte Wundheilung zur Folge haben (Abdullah et al., 2012; 
Busam et al., 2001; Lacouture, 2006). Die aufgeführten dermatologischen Toxizitäten 
können eine Dosisreduktion und eine Unterbrechung bzw. eine Beendigung der 
Therapie mit EGFR-Inhibitoren nötig machen (Rhee et al., 2005). Zusätzlich kann es zu 
einer signifikanten Verschlechterung der Lebensqualität kommen; die Patienten leiden 
aufgrund der Hautveränderungen unter Ängsten, Frustrationen und Depressionen und 
berichten von einem sozialen Rückzug (Wagner und Lacouture, 2007). 
Zu weiteren Toxizitäten, die die Haut und ihre Anhangsgebilde betreffen, zählen Nagel-, 
Wimper-, Haarveränderungen, Bindehautentzündungen, Hornhautentzündungen, 
Geschwüre, Perforationen, Pruritus, Xerosis, Erytheme und Photosensibilität (Abdullah 
et al., 2012). Von Lacouture und Lai wurden diese Veränderungen als PRIDE-Syndrom 
zusammengefasst: “Papulopustules and/or paronychia, Regulatory abnormalities of hair 
growth, Itching, and Dryness due to Epidermal growth factor receptor inhibitors” 
(Lacouture und Lai, 2006). 
Das Auftreten dieser toxischen Hautveränderungen und auch deren Intensität belegen 
die Wirksamkeit der EGFR-Antagonisten; dieses Phänomen konnte in mehreren Studien 
für Cetuximab bei metastasierten kolorektalen Tumoren (Cunningham et al., 2004; Lenz 
et al., 2006) als auch für Erlotinib bei NSCLC beobachtet werden, wobei eine Zunahme 
der Intensität des Hautausschlages mit Rezidivfreiheit und Überlebensrate positiv 
korrelierte (Wacker et al., 2007). In der TOPICAL-Studie empfahlen Lee et al. 2012, 
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dass alle Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC Erlotinib als Erstlinientherapie erhalten 
sollten, denen eine Chemotherapie nicht zumutbar sei; bei den 56 % der Patienten, die 
unter der TKI-Behandlung einen Rash entwickelt hatten, waren das Gesamtüberleben 
als auch das progressionsfreie Überleben signifikant verlängert (Lee et al., 2012). 
In der an 42 Kliniken in Spanien, Frankreich und Italien durchgeführten und im März 
2012 veröffentlichten EURTAC-Studie (European Randomised Trial of Tarceva vs. 
Chemotherapy) an erstmals kaukasischen Patienten war Erlotinib einer platinbasierten 
Standard-Chemotherapie mit median 9,7 Monaten gegenüber median 5,2 Monaten 
hochsignifikant überlegen. Bereits 2011 wurde auf dem Kongress der „American Society 
of Clinical Oncology” (ASCO) der Vorteil einer Erstlinientherapie mit einem TKI gegen-
über einer Chemotherapie bei positivem Mutationsstatus bestätigt (Rosell et al., 2012). 
Das „Clinical Lung Cancer Genome Project“ (CLCGP) und das “Network Genomic 
Medicine“ (NGM) konnten 2013 in einer prospektiven Analyse von 3.863 Patienten mit 
genombasierter Diagnose zeigen, dass die molekulare Diagnostik von Adenokar-
zinompatienten für gerichtete Therapien zu einem signifikant besseren Überleben führt 
(Seidel et al., 2013). Die Patienten, die aktivierende Mutationen im EGFR, welche in 
diesem großen Kollektiv in 7,2 % der Fälle vorlagen, besaßen und mit einem EGFR-
Inhibitor therapiert wurden, überlebten länger (medianes Gesamtüberleben: 31,5 
Monate) als die Patienten mit gleicher Mutation, die keine EGFR-Inhibitoren sondern 
lediglich eine Standardchemotherapie erhielten (medianes Gesamtüberleben: 9,6 
Monate).  
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Abb. 1: Therapie mit EGFR-Inhibitoren bei EGFR-mutierten Lungenkarzinomen 
verbessert das Überleben deutlich 
(aus (Seidel et al., 2013)) Gezeigt wird das Gesamtüberleben (mOS = median overall 
survival) für Patienten mit positivem EGFR-Mutatationsstatus, die mit EGFR-Inhibitoren 
(mOS: 31,5 Monate) oder Standardchemotherapie (mOS: 9,6 Monate; p < 0,001) 
therapiert wurden. Die y-Achse gibt die Wahrscheinlichkeit zu überleben (= probability of 
survival) und die x-Achse die Anzahl der Monate (= month) an. 
 
Das Therapieansprechen der TKI kann jedoch durch sogenannte intrinsische und 
erworbene Therapieresistenzen negativ beeinflusst werden. Bei ca. 16 - 36 % aller 
Patienten mit NSCLC können aktivierende Mutationen des K-RAS-Gens, die zu einer 
EGFR-unabhängigen Aktivierung von MAPK führen und mit einer schlechten Prognose 
assoziiert sind, bestehen (Marchetti et al., 2009; Sharma et al., 2007). Solche K-RAS-
Mutationen treten besonders bei Patienten mit einer langen Raucheranamnese auf 
(Ahrendt et al., 2001; Rodenhuis et al., 1988). Sie betreffen meist die Codons 12 und 13 
des Exons 2 und kommen nahezu nie gemeinsam mit einer EGFR-Mutation vor 
(Eberhard et al., 2005; Massarelli et al., 2007; Pao et al., 2005a). In mehreren Studien 
konnte gezeigt werden, dass K-RAS-Mutationen mit einem Therapieversagen von Anti-
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EGFR-Therapeutika wie Erlotinib und Gefintib (Eberhard et al., 2005; Han et al., 2006; 
Massarelli et al., 2007; Pao et al., 2005a) sowie Cetuximab und Panitumumab 
(Benvenuti et al., 2007; De Roock et al., 2008; Khambata-Ford et al., 2007; Lievre et al., 
2006) verbunden sind.  
Eine Substitution von Methionin durch Threonin an Codon 790 (T790M) in Exon 20 wird 
bei ca. 50 % der Patienten mit NSCLC gefunden, die zunächst positiv auf eine Therapie 
mit TKI angesprochen haben (Kobayashi et al., 2005; Kosaka et al., 2006; Kwak et al., 
2005; Pao et al., 2005b; Sharma et al., 2007). Diese T790M-Sekundärmutation, die zum 
größten Teil in behandelten Tumorproben auftritt, führt zu einer Veränderung der 
dreidimensionalen Konformation der ATP-Bindungstasche der katalytischen 
Tyrosinkinasedomäne und verhindert dadurch die Bindung von TKI an den Rezeptor; 
somit kommt es zu einer sekundären, erworbenen Resistenz gegenüber Gefitinib bzw. 
Erlotinib (Kosaka et al., 2006; Pao et al., 2005b; Yun et al., 2007). Die japanische Studie 
von Kosaka et al. zeigte 2006, dass die T790M-Sekundärmutation besonders bei 
Frauen, die niemals geraucht haben und eine Deletionsmutation in Exon 19 besitzen, 
auftritt (Kosaka et al., 2006). Eine bedeutende Herausforderung wird es daher sein, 
Hemmstoffe zu entwickeln, die solche Mutationen und konsekutiven 
Konformationsänderungen überwinden können. 
Des Weiteren könnte eine Amplifikation des MET-Protoonkogens, die zu einer EGFR-
unabhängigen HER3-vermittelten Aktivierung des PI3K-Akt-Signaltransduktionsweges 
führt, an der erworbenen anti-EGFR-Resistenz beteiligt sein (Engelman et al., 2007). 
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Abb.2: Molekulare Resistenzmechanismen des EGFR 
(aus (Heukamp und Büttner, 2010)) Obwohl durch die Behandlung mit EGFR-TKI 
Ansprechraten von bis zu 80 % bei Patienten mit aktivierenden EGFR-Mutationen 
beobachtet werden, kommt es bei fast allen Patienten im Verlauf zu einem Rezidiv der 
Erkrankung. Hierbei spielen mehrere molekulare Resistenzmechanismen, die in 
Abbildung 2 zusammengefasst werden, eine Rolle: 
T790M: Diese Sekundärmutation verhindert die Bindung von TKI an den Rezeptor, es 
kommt zu einer sekundären, erworbenen Resistenz gegenüber TKI. Eine Therapie mit 
irreversiblen 3. Generations-TKIs kann versucht werden. 
MET-Amplifikation: Diese Amplifikation führt zu einer EGFR-unabhängigen HER3-
vermittelten Aktivierung des PI3K-Akt-Signaltransduktionsweges und kann mit Crizotinib 
behandelt werden 
Verlust des Tumorsuppressorgens PTEN: bisher keine Behandlungsoption 
 
Ein weiterer, genetisch identifizierbarer Angriffspunkt von molekularen, zielgerichteten 
Therapeutika in Adenokarzinomen der Lunge stellen Inversionen in Chromosom 2p dar, 
die zu einer transformierenden EML4-ALK-Genfusion („echinoderm microtube-
associated-protein-like 4 gene“ und „anaplastic lymphoma kinase“) und somit zu einem 
Onkogen führen. Dieser Gendefekt kodiert eine aktivierende Tyrosinkinase, die sich mit 
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EGFR-Mutationen ausschließt und eine Inzidenz von ca. 5 - 11,3 % besitzt (Lin et al., 
2009; Sequist et al., 2011). Patienten mit einer EML4-ALK-Translokation sind häufig 
junge Männer, die nie geraucht haben und auf eine Therapie mit EGFR-TKI nicht 
ansprechen (Shaw et al., 2009). Histologisch handelt es sich um Adenokarzinome, die 
im Vergleich zu denen mit EGFR-Mutation oder Wildtyp, signifikant häufiger ein 
ergiebiges, siegelringartiges Wachstumsmuster aufweisen; in 61 % zeigt sich 
vorherrschend ein solides Wachstum, wobei ein azinäres und ein bronchioalveloäres in 
nur 31 % bzw. 8 % auftreten (Shaw et al., 2009). 
Bei einem positiven Nachweis des EML4-ALK-Fusionstranskripts können durch 
Crizotinib, das die daraus resultierende, aktivierende Tyrosinkinase hemmt, Ansprech-
raten von bis zu 57 % erzielt werden (Kwak et al., 2010). Aufgrund der positiven 
Datenlage kam es zu einem beschleunigten Zulassungsverfahren durch die US-
amerikanische Zulassungsbehörde FDA. 
Im Rahmen der Therapiestratifizierung wird im Zusammenhang mit der histopatho-
logischen Primärdiagnostik bei Patienten mit Erstdiagnose eines Adenokarzinoms der 
Lunge, bei denen eine Systemtherapie in Frage kommt, eine stufenweise molekulare 
Diagnostik auf K-RAS, EGFR und EML4-ALK im Hinblick auf eine personalisierte 
Medizin durchgeführt. Hierbei sollte initial getestet werden, ob eine K-RAS-Mutation 
vorliegt, die mit einer schlechten Prognose assoziiert ist und besonders bei Patienten 
mit einer langen Raucheranamnese besteht (Ahrendt et al., 2001; Rodenhuis et al., 
1988), da Doppelmutationen bei der häufigsten aller Mutationen (15 - 36 %), K-RAS, nur 
selten vorkommen (Horn und Pao, 2009; Marchetti et al., 2009).  
 
1.10 Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) 
Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ist ein transmembranärer Tyrosin-
kinaserezeptor; er gehört zur Familie der ErbB-Rezeptoren (EGFR/ErbB1, HER2/ 
ErbB2, HER3/ErbB3 und HER4/ErbB4) und ist auf der Oberfläche der meisten Epithel-
zellen zu finden. Diese Rezeptoren bestehen aus einer extrazellulären, transmembra-
nären und intrazellulären Domäne und übermitteln Signale von extrazellulären Wachs-
tumsfaktoren – wie dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), dem transformierenden 
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Wachstumsfaktor α (TGFα) oder auch Neuregulinen – an intrazelluläre Signalkaskaden. 
Sie sind somit für die Embryonalentwicklung, die Physiologie des Menschen aber auch 
bei der Pathogenese vieler Erkrankungen von entscheidender Bedeutung. So ist der 
EGFR bei vielen Tumorentitäten überexprimiert und/oder mutiert und überträgt wichtige 
karzinogene Eigenschaften, wie Zellzyklusprogression, Apopotose, Angiogenese und 
Metastasierung (Ciardiello und Tortora, 2001; Sobol et al., 1987). 
 
1.10.1  Struktur des EGFR 
Das EGFR-Gen liegt auf Chromosom 7p12, besteht aus 28 Exonen und kodiert ein 
Protein aus 1186 Aminosäuren, das durch eine N-terminale Spaltung und konsekutive 
Insertion in die Zellmembran entsteht. Es müssen > 20 % des Rezeptors N-glykolisiert 
sein, bevor das Protein an die Zelloberfläche transloziert werden kann (Slieker et al., 
1986).  
Die extrazelluläre Domäne des EGFR fungiert als Ligandenbindungsstelle und besteht 
aus vier Regionen (s. Abb. 3). Die Bezeichnung „L“ bedeutet ligandenbindend, „CR“ 
steht für Cystein-reich. L1 und L2 werden aus β-Helix-Faltblättern aufgebaut und ähneln 
korrespondierenden Domänen des Insulin-ähnlichen-Wachstumsfaktor-Rezeptors 
(IGFR-1), ein Ligand bindet dabei zwischen L1 und L2 (Garrett et al., 2002; Garrett et 
al., 1998; Ogiso et al., 2002). CR1 und CR2 besitzen mehrere kleine Module, die über 
Disulfidbrücken verbunden sind. Eine große Schleife in CR1 interagiert mit der CR1-
Domäne eines zweiten Rezeptors, wenn eine Dimerisierung stattgefunden hat. 
Die Transmembrandomäne wird durch eine α-Helix aufgebaut, die zum Teil in die 
juxtamembranäre Domäne hineinreicht (Rigby et al., 1998); sie besitzt diverse regula-
torische Eigenschaften wie z.B. die basolaterale Sortierung von EGFR-polarisierten 
Zellen, die ligandenabhängige Rezeptorinternalisierung und die Assoziation mit Prote-
inen wie Calmodulin und Eps 8 (Castagnino et al., 1995; He et al., 2002; Kil und Carlin, 
2000; Li und Villalobo, 2002; Martin-Nieto und Villalobo, 1998). 
Die Interzellulardomäne des EGFR wird aus einer Kinasedomäne, die analog derer 
anderer Tyrosinkinasen ist, sowie einer regulatorischen C-terminalen Sequenz gebildet 
(Stamos et al., 2002). Adenosintriphosphat (ATP) bindet zwischen dem N-terminalen 
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Ende, einem β-Faltblatt und einer größeren α-helikalen Schleife am Carboxyl-Terminus, 
das mehrere Tyrosin- und Serinreste enthält. Durch die Phosphorylierung dieser Reste 
wird die Funktion des EGFR über die Aktivierung diverser nachgeschalteter 
Signaltransduktionskaskaden bestimmt. 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung des EGFR 
Alle Zahlen entsprechen der Codonzahl. L1 und L2 sind die ligandenbindenden 
Domänen. CR1 und CR2 sind Cystein-reich. JM entspricht der juxta- und transmem-
branären Domäne. Die Kinasedomäne (K) befindet sich zwischen Codon 687 und 955. 
Die phosphorylierbaren Tyrosinreste, welche die Aktivität des EGFR bestimmen, – 
inklusive Tyr-992, Tyr-1068 und Tyr-1173, die für mein Projekt von Bedeutung waren –  
sind Teil des C-Terminus (CT). 
 
 
1.10.2  Aktivierung des EGFR durch Ligandenbindung 
Durch die Bindung eines Liganden an die extrazelluläre Domäne des EGFR entstehen 
ligandeninduzierte Dimere mit anderen ErbB-Rezeptoren und die enzymatische Akti-
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vität der intrazellulären Kinasedomäne wird über die transzelluläre Kommunikation des 
Liganden stark augmentiert (Schlessinger, 2002). Hierbei können entweder Homo-
dimere mit einem weiteren EGFR oder Heterodimere mit ErbB2, ErbB3 oder ErbB4 
gebildet werden. ErbB2 (HER2) ist als bevorzugter Bindungspartner zu nennen. 
Spezielle Liganden, unter anderem der EGF und der TGFα, konnten für alle EGFR 
außer HER2 gefunden werden. Nach der Bindung eines solchen Liganden findet eine 
Dimerisierung des Rezeptors zur Bildung eines Homo- oder Heterodimers mit einem 
anderen Mitglied der EGFR-Familie statt. Diese Dimerisierung führt zu einer Auto-
phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste der Interzelullardomäne sowie einer struk-
turellen Veränderung dieser Domäne, wobei eine trans-Übertragung des ATP-γ-
Phosphats an Tyrosinreste von anderen intrazelullären Proteinen oder der eigenen C-
terminalen Domäne erfolgt. Eine Autophosphorylierung kann an den Tyrosinresten 974, 
992, 1045, 1068, 1086, 1148 und 1173 (s. oben) ablaufen. Des Weiteren ist eine 
Aktivierung durch Src und JAK2 an den Tyrosinresten 845 und 1101 möglich. Nachdem 
diese Tyrosinreste phosphoryliert worden sind, dienen sie als Bindungsstellen für viele 
signalübertragende Botenstoffe, die wiederum multiple Signaltransduktionskaskaden in 
die Wege leiten können, die zu Zellwachstum, Migration, Metastasenbildung, Umgehung 
des Apoptosekreislaufes und Angiogenese führen; all diese Mechanismen führen zur 
Entstehung eines Krebsphänotyps (Arteaga, 2002). Je nach Phosphorylierungsmuster 
spielen hierbei insbesondere Signalwege der mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) 
und Akt (Proteinkinase B) eine entscheidende Rolle (s. unten).  
 
1.10.3  Beeinflussung des EGFR-Signalweges auf molekularer Ebene 
Die Signalweitergabe durch ErbB-Rezeptoren wird durch die Bindung von Wachtums-
faktoren an die Extrazellulärdomäne der Rezeptoren initiiert. Die ligandeninduzierte 
Konformationsänderung der Extrazelullardomäne führt zu einem Zusammentreffen der 
zytoplasmatischen Kinasedomänen zweier Rezeptormoleküle. Die so entstandene 
Verbindung wurde zunächst als ausreichend betrachtet, um den autoinhibierten Zustand 
der Kinasedomänen aufzulösen (Bose und Zhang, 2009; Ferguson, 2008). Das 
Vorgehen scheint jedoch komplexer zu sein, da lediglich ein Teil der dimerisierten ErbB-
Rezeptoren katalytisch aktiv ist (Gadella und Jovin, 1995; Moriki et al., 2001). Außerdem 
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ist es wahrscheinlich, dass die Rezeptor-Dimerisierung auch in der Abwesenheit eines 
Liganden kontinuierlich und reversibel abläuft (Chung et al., 2010). Durch 
kristallographische Studien konnte gezeigt werden, dass die katalytische Aktivität auf 
Dimere, die eine spezielle Anordnung der Kinasedomänen aufweisen, den sogenannten 
asymmetrischen Dimeren, beschränkt sein könnte (Jura et al., 2009; Qiu et al., 2008; 
Red Brewer et al., 2009; Zhang et al., 2006). Des Weiteren zeigten Zhang et al., dass 
die autoinhibierte Konformation der EGFR-Kinasedomäne der von Src und Cyclin-
abhängigen Kinasen (CDKs) ähnelt und die Bildung eines asymmetrischen Dimers, bei 
der das C-terminale Ende einer Kinasedomäne genau wie Cyclin in aktivierten 
CDK/Cyclin-Komplexen agiert, zu einer EGFR-Aktivierung führt. Dieser durch zwei 
Kinasedomänen gebildete CDK/Cylin-ähnelnde Komplex erklärt hiernach die Aktivierung 
der EGFR-Rezeptorfamilie durch Homo- und Heterodimerisierung, wenn die 
Konzentration des Rezeptors vor Ort erhöht ist (Zhang et al., 2006). 
Bisher konnten jedoch keine Faktoren gefunden werden, die den Anteil der aktiven 
Dimere, die aus dem Gesamtbestand der dimerisierten Rezeptoren gebildet werden, 
bestimmen. Dieser Anteil könnte einfach von der Rate an Spontankonversionen vom 
symmetrischen zum asymmetrischen Dimer abhängig sein. Alternativ könnte der 
Bestandteil an aktiven Dimeren nicht nur durch rezeptoreigene Eigenschaften oder 
einem Gleichgewicht zwischen den beiden Gruppen an Dimeren festgelegt sein, 
sondern könnte durch zytoplasmatische aktivierende Proteine beeinflusst werden. 
Solche Aktivatoren würden die Zelle mit der Fähigkeit ausstatten, die Anzahl der aktiven 
signalgebenden Rezeptoren aus einem bestimmten Pool an ligandengebundenen 
Rezeptoren je nach den zellulären Erfordernissen genauestens abzustimmen. Bisher 
wurden jedoch keine zytoplasmatischen Aktivatoren der ErbB-Rezeptoren identifiziert. 
Im Folgenden werden Cytohesine als zytoplasmatische EGFR-Aktivatoren vorgestellt. 
 
1.10.4 EGFR-Mutationen und ihre molekularpathologische Bedeutung 
2004 konnten Lynch et al. zeigen, dass somatische Mutationen in der Tyrosinkinase-
Einheit des EGFR-Gens in acht von neun Patienten, die auf eine Therapie mit dem 
oralen Tyrosinkinase-Inhibitor Gefitinib ansprachen, nachweisbar waren; im Vergleich 
dazu konnten bei den sieben Patienten, die kein Ansprechen zeigten, solche Muta-
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tionen nicht gefunden werden (Lynch et al., 2004). Des Weiteren bestätigten Lynch et al. 
– übereinstimmend mit Fukuoka et al., Kris et al., Kosaka et al. und Paez et al. – dass 
die meisten Patienten, die von einer Therapie mit TKI profitierten, Frauen waren, 
niemals geraucht hatten und gut bis mäßig differenzierte bronchiolo-alveoläre bzw. 
Adenokarzinome besaßen; zusätzlich traten EGFR-Mutationen insbesondere bei 
asiatischen Patienten aus Japan auf, die folglich von einer TKI-Therapie gut profitierten 
(Fukuoka et al., 2003; Kosaka et al., 2004; Kris et al., 2003; Lynch et al., 2004; Paez et 
al., 2004). Mittels DNA-Sequenzierung aller Exone des EGF-Rezeptors konnten zum 
Einen Punktmutationen, die zu einem Austausch einer Aminosäure führen, und zum 
Anderen Deletionsmutationen innerhalb Exon 18 bis 21 der Tyrosinkinasedomäne um 
die ATP-Bindungs-Tasche entdeckt werden (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004). 
Verschiedene in-frame-Deletionen des Exons 19, die durch eine Deletion eines einzigen 
Nukleotids zwischen den Codons 746 und 750 entstehen, treten mit 45 % aller EGFR-
Mutationen am häufigsten auf; am zweithäufigsten – in 40 - 45 % der Fälle – kommt es 
zu einem Austausch einer Aminosäure, die zu der Mutation L858R in Exon 21 als Folge 
einer Substitution eines Nukleotids führt (Kosaka et al., 2004; Lynch et al., 2004; Paez et 
al., 2004; Sharma et al., 2007). Diese beiden Mutationsarten vermitteln über 
überlebenswichtige, nachgeschaltete, hyperaktivierte Signaltransduktionskaskaden (s. 
unten: z.B. Ras-Raf-MAPK, ERK1 und ERK2, PI3K-Akt)  antiapoptotische Eigenschaften 
sowie onkogene Effekte des EGFR, die aus einer erhöhten Kinaseaktivität des EGF-
Rezeptors resultieren (Sordella et al., 2004). Zusätzlich bewirken die genannten 
Mutationen eine erhöhte Sensitivität des EGFR gegenüber Anilinoquinazolin-Inhibitoren 
wie Gefitinib oder Erlotinib; Lynch et al. gehen davon aus, dass dies aus einer 
Umpositionierung wichtiger Aminosäuren um die ATP-Bindungs-Tasche der 
Tyrosinkinasedomäne herrührt, die dadurch ihre Wechselwirkungen mit ATP und 
dessen kompetitiven Inhibitoren stabilisieren (Lynch et al., 2004). In einem direkten 
Vergleich zwischen Exon-19-Deletionsmutationen und Punktmutationen in Exon 21, wie 
z.B. L858R, zeigte sich, dass Exon-19-Mutationen deutlich besser auf TKI wie Gefitinib 
oder Erlotinib ansprachen und Patienten mit solchen Mutationen ein statistisch 
signifikant längeres mittleres Überleben aufwiesen (Riely et al., 2006). 
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1.11 Der EGFR und seine Downstream-Faktoren 
Im Folgenden werden die wichtigsten, spezifischen Signaltransduktionskaskaden 
erläutert, die durch den phosphorylierten EGFR, der von intrazellulären Proteinen 
erkannt wird, aktiviert werden. Hierbei sind insbesondere der Akt-, der MAPK- und der 
STAT3-Signalweg in der Tumorgenese von Lungenkarzinomen von entscheidender 
Bedeutung. 
 
Abb. 4: EGFR und weiterleitende Signaltransduktionskaskaden 
(aus (Heukamp et al., 2008)) Eine Autophosphorylierung des EGFR kann an den 
Tyrosinresten 974, 992, 1045, 1068, 1148 und 1173 stattfinden; durch Src und Jak2 wird 
der EGFR an den Tyrosinen 845 und 1101 indirekt phosphoryliert. Nachfolgend kommt 
es zu einer Erkennung durch intrazelluläre Proteine, welche die spezifischen 
Signaltransduktionskaskaden über Protein-Protein-Interaktionen aktivieren. 
 
1.11.1  Akt/Proteinkinase B 
Sowohl in der Regulation des Zellzyklus als auch der Apoptose spielt der Akt-
Signaltransduktionsweg eine zentrale Rolle. Über die Mediation von Wachstumsfakto-
ren, z.B. EGF, Hormonen und extrazellulären Komponenten, fördert er direkt die Zell-
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zyklusprogression und verhindert die Apoptose. Akt beeinflusst durch die Phospho-
rylierung vieler zellulärer Proteine die Regulation des Zellzyklus über den program-
mierten Zelltod direkt, moduliert die Transkription von pro- und anti-apoptotischen 
Faktoren, wie z.B. p53, und verändert den Zellmetabolismus. In Tumoren der Lunge 
(Brognard et al., 2001), des Pankreas (Cheng et al., 1996), der Schilddrüse (Vasko et 
al., 2004) und des Ovars (Yuan et al., 2000) konnte eine Akt-Überaktivierung durch 
Amplifikation der PKB/Akt-Gene oder als Ergebnis von Mutationen einzelner 
Bestandteile des Signalweges gefunden werden. 
Die Proteinkinase B/Akt (PKB/Akt) ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, die drei 
besonders homologe Mitglieder, die PKB	(Akt 1), die PKBβ (Akt 2) und die PKBγ (Akt 
3), umfasst. Der EGFR-induzierte Akt-Signalweg wird durch die Phosphatidinositol-3-
Kinase (PI-3K) initiiert, der aus Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) Phospha-
tidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3), einen sekundären Botenstoff, der für die Trans-
lokation von PKB/Akt an die Zellmembran essentiell ist, an der er durch die phospho-
inositidabhängige Kinase-1 (PDK-1) phosphoryliert werden kann, generiert (Andjelkovic 
et al., 1997). Die PI-3K selbst wird durch eine SH2-Domäne des p85-Adaptermoleküls 
aktiviert, die an den Phosphotyrosinrest des EGFR bindet (Jorissen, 2003). 
Die Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) ist ein Tumorsuppressor 
und inaktiviert den Akt-Signalweg über eine Dephosphorylierung von PIP3. Kommt es 
durch eine Mutation im Gen von PTEN zu einer „loss-of-function“, ist der Akt-Signalweg 
überaktiviert.  
Zimmer et al. zeigten, dass insbesondere die Aktivierung von PKB/Akt durch die 
Phosphorylierung des Tyrosinrestes 992 von mutierten EGFR im Vergleich zum EGFR-
Wildtyp signifikant hochreguliert ist (Zimmer et al., 2009). 
 
1.11.2  MAPK: Mitogenaktivierte Proteinkinasen 
Mitogenaktivierte Proteinkinasen sind Serin/Threonin Kinasen, die als Bestandteil von  
Signaltransduktionskaskaden wichtig für die Steuerung verschiedener Prozesse wie der 
Embryogenese, Zelldifferenzierung, Zellproliferation sowie des Zelltodes sind. Es gibt 
diverse MAPK, die von EGFR phosphoryliert bzw. aktiviert werden, ERK1 (p44) und 
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ERK2 (p42) sind hier als die wichtigsten zu nennen; die folgende Darstellung beschränkt 
sich deshalb auf ERK1 und ERK2. 
Durch eine Phosphorylierung von Tyr-1068 und Tyr-1086 des EGFR kann ein Komplex 
– bestehend aus dem Adaptermolekül Grb2 und dem „Ras exchange factor“ Sos – über 
die SH2-Domäne von Grb2 an EGFR binden (Batzer et al., 1994). Die Zusammenkunft 
von Grb2 und dem EGFR kann entweder direkt über Tyr-1068 und Tyr-1086 (s. oben) 
oder indirekt über die Verbindung von EGFR mit Shc über dessen Phosphotyrosin-
Binde-Domäne (PTB), was schließlich zur Tyrosinphosphorylierung und Rekrutierung 
des Grb2/Sos-Komplexes an die Plasmamembran führt, von statten gehen (Sakaguchi 
et al., 1998). An der Zellmembran, gedockt an EGFR, initiiert Sos nun den Austausch 
des Ras-gebundenen Guanosin-5‘-diphosphat (GDP) in Guanosin-5‘-triphosphat (GTP) 
und aktiviert dadurch die Serin/Threonin-Proteinkinase Raf-1 (Hallberg et al., 1994). 
Über die nachfolgende Beteiligung weiterer Kinasen werden schließlich ERK-1 und 
ERK-2 phosphoryliert, aktiviert und in den Nukleus transloziert, was nun die 
Phosphorylierung nukleärer Transkriptionsfaktoren katalysiert (Johnson und 
Vaillancourt, 1994). Die Aktivierung der Raf/ERK/MAPK-Kaskade durch Ras führt über 
einen negative-feedback-Mechanismus zur Phosphorylierung von Sos und damit zur 
Auflösung des Grb2/Sos-Komplexes; dadurch wird die Wirkungsdauer der Ras-
Aktivierung durch den Wachstumsfaktor limitiert (Langlois et al., 1995). 
Des Weiteren kann die MAPK durch den EGFR via eines Signaltransduktionsweges, in 
den die Proteinkinase C (PKC) involviert ist, aktiviert werden. Hierzu bindet zunächst die 
Phospholipase Cγ (PLCγ) im Bereich der SH2-Domäne an den EGFR, sofern diese an 
Tyr-992 und Tyr-1173 autophosphoryliert ist (Chattopadhyay et al., 1999). Die aktivierte 
PLCγ katalysiert daraufhin die Hydrolyse von Phosphatidyl-inositol-(4,5)-Diphosphat zu 
Inositol-(1,3,5)-Triphosphat (IP3) und dem wichtigen second messenger 1,2-
Diacylglcerol (DAG). IP3 bewirkt eine intrazelluläre Calciumerhöhung, was die Aktivität 
von Ca2+-abhängigen Enzymen beeinflusst, während DAG als Kofaktor für die 
Aktivierung der PKC und damit letztendlich der MAPK agiert. 
Es konnte eine bedeutende Korrelation zwischen der Aktivität der MAPK und dem 
phosphorylierten Tyrosinrest 992 des EGFR gefunden werden (Zimmer et al., 2009). 
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1.11.3  Weitere Downstream-Signalwege des EGFR - STAT3                          
Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT3) agiert im aktiven, phospho-
rylierten Zustand als zytoplasmatischer Transkriptionsfaktor und übermittelt als Mitglied 
der STAT-Protein-Familie Signale von extrazellulären Zytokinen, Wachstumsfaktoren 
und Hormonen, wodurch Zellwachstum, Proliferation und Differenzierung beeinflusst 
werden. 
In EGFR-mutierten Adenokarzinomzellen der Lunge ist STAT3 sowohl an dem 
Tyrosinrest 705 (Tyr705), welches zu seiner Dimerisierung, nukleären Translokation und 
Bindung an DNA-Promotorregionen von z.B. Bcl-xL, Cyclin D1, c-Myc führt, als auch an 
dem Serinrest 727 (Ser727) phosphoryliert. Die Tyrosinphosphorylierung benötigt 
jedoch keine EGFR-Kinase-Aktivität, da gezeigt werden konnte, dass diese durch eine 
Behandlung mit Gefitinib nicht beeinflusst wird (Alvarez et al., 2006). Auch die Aktivität 
von src und JAK2 führt nicht zu einer Tyrosinphosphorylierung, sodass postuliert wird, 
dass eine bisher noch nicht identifizierte Kinase für die Phosphorylierung von STAT3 
zuständig ist (Alvarez et al., 2006). Die Serinphosphorylierung (Ser727) von STAT3 in 
diesen Zellen benötigt hingegen EGFR sowie den durch ihn induzierten Ras-Raf-MAPK-
Signalweg und wird schließlich über eine Erk1/Erk2-Aktivierung erzielt; diese 
Signalkaskade scheint für eine maximale Transkriptionsakitivität von STAT3 notwendig 
zu sein (Alvarez et al., 2006).  
Die oben beschriebenen Ergebnisse wurden durch eine Forschungsarbeit des Instituts 
für Pathologie des Universitätsklinikums Bonn durch Zimmer et al. 2009 bestätigt: Hier 
wurde herausgefunden, dass die Aktivität von STAT3 – unabhängig von der EGFR-
Kinase-Aktivität – zum karzinogenen Potential von nicht-kleinzelligen Bronchial-
karzinomen beiträgt (Zimmer et al., 2009). 
 
1.12 Cytohesine 
Cytohesine sind zytoplasmatische Aktivatoren des ErbB-Rezeptors, die eine Vielzahl 
von zellulären, regulatorischen Netzwerken kontrollieren. Die Cytohesin-Familie besteht 
aus vier sehr homologen Mitgliedern: Cytohesin-1, Cytohesin-2 (ARNO) und Cytohesin-
3 kommen ubiquitär vor, Cytohesin-4 befindet sich nur in Zellen des Immunsystems 
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(Kolanus, 2007). Sie sind „guanine nucleotide exchange factors“ (GEF) für die ADP-
Ribosylierungs-Faktoren (ARF), die zu der Familie der kleinen „Ras-like GTPases“ 
gehören, wobei eine Sec7-Domäne die Aktivität der GEF ausübt (Hafner et al., 2006). 
Genau wie im Falle anderer kleiner GTPasen hängt die ADP-Funktion besonders von 
der Aktivierung durch GEF ab (Bos et al., 2007). Da ARF an der Kontrolle von 
zytoskelettalen Prozessen, Zellmigration, dem vesikulären Transport und Signalketten 
beteiligt sind, spielen auch Cytohesine eine entscheidende, regulierende Rolle in diesen 
Prozessen (Casanova, 2007; Kolanus, 2007). 
Es konnte gezeigt werden, dass Cytohesine die EGFR-Aktivierung über eine direkte 
Interaktion mit der zytoplasmatischen Domäne von dimerisierenden Rezeptoren sowie 
durch eine Erleichterung einer Konformations-Neuanordnung dieser Domänen erhöhen. 
Eine chemische Inhibition und ein Knock-down der Cytohesine verringern die EGFR-
Aktivität, andersherum bewirkt eine Überexpression von Cytohesinen den gegenteiligen 
Effekt. Neben EGF beeinflussen Cytohesine also das Ausmaß der EGFR-Aktvierung 
stark. Während EGF ihre bekannte Aufgabe, die Autoinhibierung des ungebundenen 
Rezeptors zu bewirken, über die extrazelluläre Seite des Rezeptors ausüben, konnte 
durch eine Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Famulok des Life & Medical Sciences 
(LIMES) Institutes der Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn in vitro gezeigt 
werden, dass sich Cytohesine über die zytoplasmatische Seite an der EGFR-Signalkette 
beteiligen bzw. diese entscheidend beeinflussen. Dies wird über eine Erhöhung der 
Anzahl der EGFR-Dimere, die die aktive, katalysierende Konformation aus dem 
Reservoir der ligandengebundenen EGFR-Dimere besitzen, sichergestellt (Bill et al., 
2010). 
  
1.13 Der Cytohesininhibitor SecinH3 
SecinH3 (= Sec7-inhibitor H3) wurde durch Hafner et al. 2006 als kleines Molekül, das 
als GEF-Antagonist für Cytohesine fungiert, indem es spezifisch an die Sec7-Domäne 
der Cytohesine 1-3 bindet, identifiziert (Hafner et al., 2006). Die Anwendung von 
SecinH3 an humanen Leberzellen zeigte, dass Cytohesine, die mit dem 
Insulinrezeptorkomplex interagieren, für die Insulinsignalkaskade notwendig sind und 
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dass eine Hemmung dieser durch SecinH3 schließlich zu einer hepatischen 
Insulinresistenz führt (Hafner et al., 2006). 
 
Abb. 5: Molekulare Struktur von SecinH3  
(aus (Hafner et al., 2006)) SecinH3 bindet spezifisch an die Sec7-Domäne der 
Cytohesine 1-3 und dient als GEF-Antagonist für Cytohesine. 
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1.14 Fragestellung  
Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Famulok konnte in vitro an H460-Zellen zeigen, 
dass ARNO/Cytohesin-1 die EGFR-Aktivierung über eine direkte Interaktion mit der 
zytoplasmatischen Domäne von dimerisierenden Rezeptoren und durch die 
Erleichterung einer Konformations-Neuanordnung dieser Domänen erhöhen (Bill et al., 
2010). Eine chemische Inhibition und ein Knockdown dieser Cytohesine verringern die 
EGFR-Aktivität, eine Überexpression von Cytohesinen hat den gegenteiligen Effekt zur 
Folge. EGF und Cytohesine beeinflussen das Ausmaß der EGFR-Aktvierung vermutlich 
stark. Während EGF die Autoinhibierung des ungebundenen Rezeptors über die 
extrazelluläre Seite des Rezeptors bewirken, konnten Bill et al. zeigen, dass sich 
Cytohesine über die zytoplasmatische Seite durch eine Erhöhung der Anzahl der EGFR-
Dimere, die die aktive, katalysierende Konformation aus dem Reservoir der 
ligandengebundenen EGFR-Dimere besitzen, an der EGFR-Signalkette beteiligen (Bill 
et al., 2010).  
Auf diesen Daten basierend ergab sich daher für mein Projekt die Fragestellung, ob 
Cytohesine in Adenokarzinomen der Lunge auch die Aktivierung von weiterleitenden 
Signalkaskaden unterhalb des EGFR beeinflussen können und ob dies als 
therapeutischer Angriffspunkt  genutzt werden kann. 
Diese Arbeit adressiert daher im Detail die folgenden experimentellen Fragestellungen: 
1) Zeigen Adenokarzinome der Lunge eine differentielle Expression von Cyto-
hesinen? 
2) Korreliert die Expression von Cytohesinen mit der EGFR-Expression und/oder 
der EGFR-Phosphorylierung? 
3) Gibt es eine Koexpression von Cytohesinen und pEGFR auf den gleichen Zellen? 
4) Korreliert die Expression von Cytohesinen mit der Aktivierung von weiter-
führenden Signalwegen? 
5) Lässt sich die Expression von Cytohesinen in vivo hemmen und kann dies zu 
einem reduzierten Tumorwachstum führen? 
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2. Material und Methoden 
2.1 Tumorproben 
Alle Tumorproben stammen aus dem Archiv der CIO (Centrum für Integrierte 
Onkologie)-Biobank des Instituts für Pathologie des Universitätsklinikums Bonn und 
wurden von Januar 1995 bis August 2003 archiviert. Sie wurden klinisch und patholo-
gisch als die primäre und einzige neoplastische Läsion identifiziert und nach den WHO-
Leitlinien durch mindestens zwei erfahrene Pathologen klassifiziert (Brambilla et al., 
2001). Weitere Einschlusskriterien waren: Archivierung von ausreichendem Gewebe, 
Operationsdatum nicht vor 1995, keine neoadjuvante Radio- oder Chemotherapie.  
 
2.1.1  Routinediagnostik 
Die nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome wurden im Zuge der Routinediagnostik 
formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. Daraufhin fand eine Färbung der histolo-
gischen Schnitte nach den Standardprotokollen (z.B. Hämatoxylin-Eosin, Periodsäure-
Leukofuchsin) statt. Das in Paraffin eingebettete Tumorgewebe wurde im kühlen, 
trockenen und dunklen Archiv gelagert und chronologisch nach dem Eingangsdatum 
sortiert. 
 
2.1.2  Patienteninformation 
Schließlich wurden mit Hilfe der PathoPro Datenbank des Instituts für Pathologie der 
Universität Bonn Personalien und allgemeine Tumordaten ermittelt. Detailliertere 
Patienteninformationen (z.B. Raucherstatus und berufliche Noxenexposition) wurden 
aus Patientenakten des Zentralarchives der chirurgischen Abteilung der Universität 
Bonn gewonnen. 
 
2.1.3  Patientenkollektiv  
Von mehr als 400 Adenokarzinomen der im Zeitraum von Januar 1995 bis August 2003 
archivierten Lungentumorproben erfüllten lediglich 166 die bereits genannten 
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Einschlusskriterien, diese wurden zur weiteren Analyse vorbereitet. Aus 52 Adeno-
karzinomen wurde genomische DNA in geeigneter Qualität für die EGFR-Mutations-
analyse verwendet (Zimmer et al., 2009). 
Zu diesem Kollektiv liegen Informationen zu Alter, Raucheranamnese, Lokalisation und 
Tumorstadium vor. Aus diesen Lungentumorproben wurden schließlich die ganzen 
Lungenschnitte zur Durchführung und Analyse der ARNO-Färbung angefertigt.  
 
2.2 Tissue Micro Arrays (TMA) 
Tissue Micro Arrays (TMA) ermöglichen eine schnelle und kostengünstige Analyse einer 
großen Anzahl von Gewebeproben möglich. Da auf einem TMA-Block viele Gewe-
bestanzen verschiedener Tumorproben vereinigt werden, können simultan zahlreiche 
Proben untersucht und direkt hinsichtlich z.B. derselben Behandlung oder Färbung 
verglichen und ausgewertet werden. 
 
2.2.1  Herstellung von Tissue Micro Arrays 
Zuerst wird 67 °C warmes Paraffin in eine 1,5 cm x 4 cm x 2 cm große Gussform zur 
Herstellung eines Paraffinblocks gegossen und für mindestens 12 Stunden bei 37 °C 
zum Abkühlen gelagert. Vor dem Anschneiden im Mikrotom zu einer glatten und 
geraden Oberfläche wird der Block kurz auf 4 °C her untergekühlt. Enthält der Block 
weder Risse noch Luftblasen, kann er als Matrize benutzt werden. 
Nun werden zunächst die gewünschten, repräsentativen Tumorareale auf den 
entsprechenden HE-Schnitten markiert, um dann gezielt die Gewebezylinder aus den 
dazugehörigen originalen Paraffinblöcken mittels einer Hohlnadel zu stanzen. Diese 
Tumorstanzen werden in vorgebohrte Löcher (1,5 mm Durchmesser und 10 mm Tiefe) 
des TMA-Blocks mittels der Hohlnadel eingeführt. Pro Patient werden mindestens drei 
Tumorgewebszylinder entnommen. Dabei wird darauf geachtet, eine Stanze aus dem 
Tumorzentrum, eine aus der Peripherie und eine aus dem Zwischenraum herzustellen, 
um eine möglichst repräsentative Darstellung des jeweiligen Tumors zu erzielen. Die 
Stanzen werden dann in 9er-Gruppen (3 x 3) auf dem jeweiligen TMA-Block angeordnet. 
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Sie haben innerhalb einer Gruppe einen Abstand von 0,5 mm Paraffin und zwischen den 
Gruppen von 1,5 mm.  
Nach der Fertigstellung eines TMA-Blockes können histologische Schnitte zur 
Diagnostik angefertigt bzw. zunächst immunhistochemisch gefärbt werden.  
 
2.2.2  Problematik der Tissue Micro Arrays 
Die Problematik der TMA besteht jedoch darin, dass nur kleine, vorher selektierte Areale 
der Gesamtläsion ausgewertet werden. Da die Formalinfixation von Lungengewebe 
schwierig ist, werden außerdem zentrale Tumoranteile nur unzureichend konserviert 
bzw. gefärbt. Gerade aus diesem Bereich werden aber überwiegend die Tumorstanzen 
entnommen, damit auch in der Tiefe des Gewebezylinders noch Material übrig bleibt. 
Aufgrund der Tatsache, dass die immunhistochemisch gefärbten TMA-Schnitte häufig 
nicht für die jeweilige Tumorprobe repräsentativ waren, wurden für meine Arbeit 
zusätzlich konventionelle Schnitte der Adenokarzinome, die mit den entsprechenden 
Antikörpern gefärbt wurden, ausgewertet. 
 
 
 Abb. 6: Herstellung eines Tissue Micro Arrays
Als erstes erfolgt die Markierung der gewünschten Tumorareale auf den HE
(A), um den entsprechenden Gewebezylinder aus dem jeweiligen 
Hohlnadel zu stanzen (B). Dann werden diese Tumorstanzen in die vorgebohrten 
Löcher des TMA-Blockes eingesetzt
Schnitte vom TMA-Block hergestellt werden (D). (Abbildung adap
 
 
Abb. 7: Layout eines Tissue Micro Arrays
Pro Patient werden mindestens drei Tumorgewebszylinder aus dem Paraffinblock 
ausgestanzt und jeweils in 9er
Mikroskop zu erleichtern. Die einzelnen 
0,5 mm Paraffin getrennt, zwischen den Gruppen liegen 1,5 mm. Die Position jeder 
Stanze wird mit einem Buchstaben
sodass die Zuordnung zu den Patientendaten etc. m
gelingen kann. (Abbildung adaptiert von S. Zimmer)
 
 
2.2.3  Auswertung der Tissue Mic
Zunächst werden die TMA-Schnitte mit Hilfe des Mirax Scans, einem vollautomatischen 
Scanner für Objektträger der
die Objektträger durch das Objektiv „Plan
von 230 nm abgetastet, wobei ein permanenter, parametrisierbarer Autofokus auch bei 
unebenen Schnitten für scharfe, fokusgerechte Abbildungen sorgt.
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 (C). Jetzt können beliebig viele histologische 
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-Gruppen (3 x 3) angeordnet, um den Überblick unter dem 
Stanzen werden innerhalb einer Gruppe durch 
- (Spalte) und einem Zahlencode (Reihe) versehen, 
ittels einer Excel
 
ro Arrays mit dem Mirax Viewer 
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immer) 
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Nachfolgend lassen sich die virtuellen Schnitte bzw. die TMA durch die Zuhilfenahme 
der Software „Mirax Viewer“ einfach betrachten und auswerten. Insbesondere bei einer 
großen Menge an Blöcken bzw. Schnitten, muss zunächst eine TMA-Master-Excel-Datei 
mit den exakten Daten zu den jeweiligen Cores (= Stanzen pro Tumor), dem Layout der 
Blöcke/Schnitte als auch dem korrespondierenden Mirax-Schnitt-Namen erstellt werden. 
Daraufhin werden die einzelnen Stanzen/ Cores durch den Mirax Viewer erkannt und 
der Excel-Tabelle entsprechend richtig nummeriert – teilweise sind hierbei noch 
manuelle Korrekturen notwendig, wenn die Stanzen nicht ganz erfasst wurden. Auch 
alle weiteren Merkmale, die in der dazugehörigen Excel-Tabelle hinterlegt sind, werden 
nun mit den Stanzen verknüpft. Schließlich lassen sich die Cores nach einem 
selbstdefinierten ein- oder zweidimensionalen Schema mit Unterstützung vieler 
Werkzeuge, z.B. Zoom, auswerten und die gewonnenen Daten können in Excel 
exportiert werden. 
Zur Auswertung der TMA-Stanzen der gefärbten Schnitte benutzten wir das folgende 
vierstufige Punkteschema: keine oder lediglich schwache Hintergrundfärbung (0), 
schwache, diskontinuierliche (1), moderate, aber eindeutige (2) oder starke vollständige 
(3) Färbung. 
 
2.3 Immunhistochemie 
Mit Hilfe der Immunhistochemie lassen sich Antigene in Gewebeschnitten detektieren, 
indem die Schnitte Antikörpern ausgesetzt werden, die spezifische Epitope im Gewebe 
erkennen bzw. färben. Zur Detektion gibt es zwei Methoden: Bei der sogenannten 
direkten Methode bindet ein markierter Antikörper an das Antigen im Zielgewebe, wobei 
die Signalintensität jedoch gering ist und sie deshalb für die Anwendung bei Proben mit 
wenigen Antigenen nicht geeignet ist. Bei der indirekten, zweistufigen Methode bindet 
der primäre Antikörper das Epitop, was zu Bindung des sekundären Antikörpers an den 
primären führt. Dies bewirkt schließlich eine Verbesserung der Signalintensität bzw. eine 
Signalverstärkung, da ein primärer Antikörper mehrere sekundäre binden kann.  
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2.3.1  Antikörper 
Die folgenden Antikörper wurden von der New England Biolabs GmbH (Frankfurt am 
Main, Deutschland) käuflich erworben. Sie werden durch eine Immunisierung von 
Mäusen oder Kaninchen mit synthetischen Phosphopeptiden, die in ihrer Struktur mit 
den spezifischen Phosphorylierungsstellen übereinstimmen, produziert.  
EGF Rezeptor Antikörper (Artikelnummer: 4405) 
Dieser monoklonale Kaninchenantikörper bindet den humanen EGFR am Carboxyl-
terminalen Ende. Verdünnungsfaktor: 1:400. 
Phospho-EGFR Tyrosin-992 (Artikelnummer: 2235) 
Dieser Kaninchenantikörper ist Teil der Signalkaskade in der Zelle. Verdünnungsfaktor 
1:50. Er wird in der Mikrowelle präpariert und über Nacht findet die Inkubation statt.  
Phospho-EGFR Tyrosin-1068 (Artikelnummer: 2236) 
Dieser Antikörper stammt von Mäusen und ist auch Teil der Signalkaskade. 
Verdünnungsfaktor: 1:250. Er wird ebenfalls in der Mikrowelle vorbehandelt und über 
Nacht inkubiert. 
Phospho-EGFR Tyrosin-1173 (Artikelnummer: 4407)  
Dieser monoklonale Kaninchenantikörper ist ebenfalls Bestandteil der Signalkaskade 
des EGFR. Verdünnungsfaktor 1:50. Er wird in der Mikrowelle präpariert und über Nacht 
findet die Inkubation statt.  
Phospho-Akt Serin-473 736E11 (Artikelnummer: 3787) 
Dieser monoklonale Antikörper wird aus Kaninchen isoliert und bindet an Akt1, Akt2 und 
Akt3, wenn sie an Serin 473 phosphoryliert sind. Verdünnungsfaktor 1:400. 
Phospho-p44/p42 MAPK Threonin-202/Tyrosin-204 (Artikelnummer: 4376) 
Dieser monoklonale Kaninchenantikörper detektiert humane p42 und p44 MAPK (ERK1 
und ERK2), wenn sie an Threonin 202 und Tyrosin 204 phosphoryliert sind. Hierbei gibt 
es keine Kreuzreaktion mit phosphorylierten JNK/SAPK oder p38 MAPK. 
Verdünnungsfaktor: 1:250. 
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ARNO/Cytohesin-1 sc-9729 Santa Cruz 
Dieser polyklonale Ziegen-IgG-Antikörper gegen Cytohesin 1/2 (C-20) bindet an das C-
terminale Ende von Cytohesinen. Verdünnungsfaktor: 1:100. 
DAKO REALTMLink, biotinylierte Sekundärantikörper 
Diese biotinylierten Antikörper stammen von Ziegen und binden an Fc-Fragmente von 
Mäuse- oder Kaninchen-Antikörper. Verdünnungsfaktor: 1:400.  
 
2.3.2  Färbung 
Nach Formalinfixierung und Einbettung in Paraffin wurden aus den Gewebeproben drei 
bis fünf µm dünne Gewebeschnitte hergestellt und wie folgt mit den entsprechenden 
Antikörpern nach der indirekten, zweistufigen Methode gefärbt. 
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Tab. 6: Ablauf der immunhistochemischen Färbung 
Im Folgenden wird der Ablauf der immunhistochemischen Färbung mittels der 
indirekten, zweistufigen Methode erläutert. 
 
Schritt  Reagenz 
Entparaffinierung 2 x 5 min Baden in Xylol, 
2 x 10 min Baden in 100 % Ethanol, 
2 x 10 min Baden in 95 % Ethanol, 
2 x 5 min Baden in Aqua dest. 
Demaskierung  Kurz Kochen in 10 mM Tris-Puffer *1 (pH 10,0), 
10 min Waschen knapp unterhalb des Siedepunktes, 
Abkühlen auf Raumtemperatur innerhalb von 30 min 
Waschen 3 x 5 min Waschen in Aqua dest. 
H2O2 10 min Inkubation in 3 % Hydrogenperoxid 
Waschen 2 x 5 min Waschen in Aqua dest. 
PBS 5 min Waschen in PBS *2 (pH 7,4)  
„Blocking Solution“ 1 h Inkubation in 200 µl „Blocking Solution” bei Raumtemperatur 
(= Serum von der Spezies, aus der der Antikörper stammte), 
Verdünnung des Primärantikörpers in der „Blocking Solution“, 
Bedeckung jedes Schnittes mit 150 µl des primären Antikörpers,  
Inkubation für 24 h bei 4 °C  
PBS 5 min Waschen mit PBS 
„Blocking Solution“ 1:400 Verdünnung des Sekundärantikörpers in der „Blocking Solution“, 
Bedeckung jedes Schnittes mit 150 µl der verdünnten Lösung, 
Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur  
Endogene 
Peroxidase 
10 min Blockierung der endogenen Peroxidase durch Inkubation mit 3 % 
H2O2  
Streptavidin/HRP-
Komplex 
1 h Inkubation mit 150 µl eines Streptavidin/HRP-Komplexes  
(Streptavidin/Horse-Radish-Peroxidase, Chem-Mate Detektionskit, Firma 
DAKO, Dänemark) 
Chromogen 10 min Inkubation mit Chromogen 
Hämalaun Gegenfärbung der Schnitte mit Mayer’s Hämalaun *3  
 
*
1 Tris-Puffer: Tris(hydroxymethyl)aminomethan (C4H11NO3) 
*
2 PBS: englisch für phosphate buffered saline, d.h., phosphatgepufferte
 Salzlösung bestehend aus Natriumchlorid (NaCl), Kaliumchlorid (KCl), Dinatrium-
 hydrogenphosphat (Na2HPO4) oder Dinatriumhydrogenphosphat  Dihydrat 
 (Na2HPO4• 2 H2O) und Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 
*
3
 Mayer’s Hämalaun: bestehend aus 0,1 % Hämatoxylin, Aqua dest., Natrium-
 iodat, Kalialaun, 0,5 % Chloralhydrat, 0,1 % Zitronensäure 
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2.3.3  Auswertung   
Die Färbeintensität aller 45 Schnitte wurde von mir und zwei weiteren Wissenschaftlern 
des Instituts für Pathologie des Universitätsklinikums Bonn (PD Dr. Lukas Carl 
Heukamp, PD Dr. Philip Kahl) ausgewertet und ein Durchschnittswert ermittelt. Wenn 
ein individueller Wert mehr als einen Punkt von denen der anderen abwich, wurde das 
widersprüchliche Ergebnis gemeinsam reevaluiert. Zur Auswertung wurde in Anlehnung 
an andere immunhistochemische Studien das folgende vierstufige Punkteschema 
angewandt: keine oder lediglich schwache Hintergrundfärbung (0), schwache, 
diskontinuierliche (1), moderate, aber eindeutige (2) oder starke vollständige (3) 
Färbung (Atkins et al., 2004; Selvaggi et al., 2004).  
 
2.3.4  Statistische Auswertung 
Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 6.0 oder SPSS 11.0 (IBM) 
durchgeführt. Hierzu wurden die jeweiligen Gruppen mittels einer 4 x 4 Matrix durch den 
zweidimensionalen exakten Test nach Fisher geprüft. Die Gültigkeit der Nullhypothesen 
wurde auf ein Signifikanzniveau von p < 0,05 getestet.   
 
2.4 Zellkulturen 
Zur Herstellung der Zellkulturen wurden auf EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor sensitive 
Adenokarzinomzellen der Zelllinie PC9 verwendet. Diese wurden in dem Zellkultur-
medium RPMI-1640 inkubiert, dem 10 % durch Hitze inaktiviertes fetales Kälberserum 
(FBS = fetal bovine serum, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland), 1 % Penicillin 
und 1 % Streptomycin (P/S, Life Technologies) bei 37 °C in einer 5 % CO 2 / 95 % Luft-
Atmosphäre hinzugegeben wurden. Die adhärenten Zelllinien wurden über ca. 3 
Wochen in T75-Zellkulturflaschen expandiert, bis eine ausreichende Menge zur 
subkutanen Injektion in männliche Nacktmäuse erreicht war. Hierzu mussten die 
adhärenten Zellen zunächst – wie unten aufgeführt – gesplittet werden. 
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Tab. 7: Splitten der adhärenten Zellen der Zellkulturen 
In der folgenden Tabelle wird dargestellt, wie die adhärent wachsenden Zellen der 
Zelllinie PC9, die über ca. 3 Wochen in dem Zellkulturmedium RPMI-1640 inkubiert 
wurden, gesplittet werden, um sie dann subkutan in Nacktmäuse zu injizieren. 
 
 Schritt 
1) Absaugen des Zellkulturmediums von der Zellkultur 
2) Waschen der Zellen mit 2-3 ml PBS 
3) Absaugen der Lösung 
4) Hinzugeben von 2,5 ml Trypsin 
5) Inkubation für 3 min bei 37 °C und 5 % CO 2 
6) Abstoppen der Reaktion mit dem Zellkulturmedium RPMI 
7) Transferieren in ein Falcon 
8) Zentrifugieren für 3 min bei 800 rpm 
9) Vorsichtiges Abpipettieren und Verwerfen des Überstandes, Stehenlassen des Pellets 
10) Wiederaufnahme des Pellets in 1 ml Zellkulturmedium 
11) Befüllen einer neuen T75-Zellkulturflasche mit 10 ml Zellkulturmedium 
12) Wiederaussäen der Zellen im Verhältnis 1:4  
13) Auszählen der Zellen in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Lichtmikroskop 
14) Bestimmen der Gesamtzellzahl + Einsatzmenge (5x106 PC9-Tumorzellen je Injektion) 
 
 
2.5 Xenograft-Mausmodell 
Das im Weiteren vorgestellte Xenograft-Mausmodell wurde in Zusammenarbeit mit der 
Arbeitsgruppe von Dr. Roland Ullrich, Max Planck Institut, Köln, durchgeführt.  
Die bestehenden deutschen Tierschutzgesetze wurden bei der Durchführung der 
Tierversuche beachtet; die Experimente waren zuvor von der lokalen Tierschutz-
Kommission sowie der Bezirksregierung Köln genehmigt worden.  
Die Tumore wurden durch subkutane Injektionen von 5x106 PC9-Tumorzellen aus 
jeweils einzelnen Zelllinien, die in reinem RPMI gelöst waren, in 6 - 8 Wochen alte nu/nu 
athymische, männliche Nacktmäuse erzeugt (Ullrich et al., 2008). Nachdem ein 
nachweisbarer Tumor mit einem Volumen von ca. 70 mm3 entstanden war, wurden die 
insgesamt 10 Mäuse in zwei Gruppen randomisiert: zum Einen in eine Kontrollgruppe 
(DMSO = Trägerstoff) und zum Anderen in eine Therapiegruppe, die sieben Tage lang 
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mit SecinH3 behandelt wurde. Den letztgenannten Mäusen wurden täglich 
intraperitoneale Injektionen mit einem Volumen von 100 µl und einer Dosis von 2,5 mM 
SecinH3 gelöst in 75 % Glukoselösung (5 %)/25 % DMSO verabreicht. Die Tumorgröße 
wurde daraufhin durch das regelmäßige Messen der längsten Senkrechten und des 
größten Durchmessers bestimmt. Auf der Basis dieser beiden Daten wurde nach der 
folgenden Gleichung [Tumorvolumen = ax (b2/2)] das Tumorvolumen berechnet. 
 
2.6 [18F]FLT-PET Bildgebung 
Die Mäuse mit PC9 induzierten, makroskopisch erkennbaren Tumoren wurden mittels 
eines FOCUS microPET-Scanners (Concord Microsystems, Inc., Knoxville, TN, USA) 
untersucht. Die Synthese von 3‘-Deoxy-3‘-[18F]-Fluor-L-Thymidin ([18F]FLT) wurde – wie 
zuvor beschrieben – durchgeführt (Hamacher et al., 1986; Machulla et al., 2000). In 
einer Dosis von 200 µCi/Maus wurde nun [18F]FLT – ohne die Zugabe einer 
Trägersubstanz – intravenös in die Schwanzvene der Tiere appliziert. Die erste 
[18F]FLT-Bildgebung wurde 60 min nach der jeweiligen Injektion durchgeführt. Die 
Auswertung der Daten basierte auf der Analyse der „region of interest“ (ROI) des 
gesamten Tumors unter der Hinzunahme der hauseigenen Software VINCI des Max 
Planck Instituts, Köln. Hierzu wurde die maximale Voxel-Radioaktivität innerhalb des 
entsprechenden Tumors bemessen (s. Abbildung 4). Um das Verhältnis der Aufnahme 
des radioaktiven Kontrastmittels vor und nach der Therapie mit SecinH3 zu bestimmen, 
wurde als Referenz ein „ROI“ in das Mediastinum gelegt (s. Abbildung 5), da hier eine 
konstante Aufnahme von [18F]FLT beobachtet werden konnte. Die Daten wurden durch 
die gesamte injizierte Dosis dividiert, um einen Prozentsatz „injizierte Dosis pro Gramm“ 
zu erhalten (%ID/g). Die Werte wurden entsprechend des radioaktiven Zerfalls seit der 
Nukleotidsyntese korrigiert. 
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Abb. 8: Ermittlung der „region of interest“ des jeweiligen Tumors 
Der durch die vier Quadrate umrandete Kreis markiert die „region of interest“ (ROI) zur 
Bestimmung der durchschnittlichen Aufnahme des Radiotracers. In dem gräulich 
hinterlegten Kasten links erkennt man den durchschnittlichen Wert für diesen Tumor – 
markiert durch den ovalen, rot umrandeten Kreis: 11285 nci/cc. 
(mit Dank an S. Chatterjee für die Bereitstellung der beiden Abb. 8 und 9) 
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Abb. 9: Ermittlung der „region of interest“ des Referenzgewebes 
Als Referenz zur [18F]FLT-Aufnahme des Tumorgewebes wird das Gewebe des 
Mediastinums zwischen den beiden Lungenflügeln der Maus verwendet, da hier eine 
konstante Aufnahme beobachtet werden kann. In diesem Beispiel beträgt der Wert für 
die ROI des Referenzgewebes 1378 nci/cc. 
 
Mit Hilfe der [18F]FLT-Positronen-Emissions-Tomographie (PET) lassen sich 
Tumorzellen finden, die im G1-Stadium des Zellzyklus arretiert sind, bevor etwaige 
morphologische Veränderungen feststellbar sind. Ullrich et al. konnten 2008 durch das 
[18F]FLT-PET eine Erlotinib-induzierte Apoptose sowie ein Zellschrumpfen im Vergleich 
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zum herkömmlichen 2-[18F]-Fluor-2-Deoxy-D-Glukose([18F]FDG)-PET bereits zu einem 
sehr frühen Zeitpunkt detektieren und demonstrierten somit eine gut geeignete Methode 
zur frühzeitigen Identifizierung von Patienten, die auf die Therapie mit EGFR-TKI 
ansprechen (Ullrich et al., 2008).  
 
2.7 Ki-67-Färbung 
Mit Hilfe des Proliferationsmarkers und Antikörpers Ki-67 wird die Expression eines 
nukleären Antigens, des Proteins Ki-67, nachgewiesen (Gerdes et al., 1983). Das 
Protein Ki-67 ist in allen aktiven Phasen des Zellzyklus, G(1)-, S-, G(2)- und der Mitose-
Phase, nachweisbar, in der G(0)-Phase wird das Antigen Ki-67 allerdings nicht 
exprimiert; daher stellt Ki-67 einen hervorragenden Marker zur Identifizierung der 
sogenannten Wachstumsfraktion einer bestimmten Zellansammlung dar (Scholzen und 
Gerdes, 2000).  Der Anteil der Ki-67-positiven Tumorzellen korreliert häufig mit dem 
klinischen Verlauf einer Krebserkrankung; er gibt direkte Auskunft über die 
Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors (Scholzen und Gerdes, 2000). 
 
2.8 TUNEL (= terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated d-UTP nick end 
labeling) – Methode 
Der programmierte Zelltod spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklungsbiologie 
und ist verantwortlich für die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes zwischen 
Zellreplikation und kontrolliertem Zelltod in sich ständig erneuerndem Gewebe. 
Morphologisch gesehen antworten Zellen, die auf apoptotische Signale reagieren, mit 
einer nukleären Chromatinkondensierung bzw. Kernpyknose, einer Abnahme des 
Zellvolumens, einer Verdichtung der intrazellulären Organellen, einem Erscheinen von 
Membranausstülpungen an der Zelloberfläche und der Bildung von so genannten 
apoptotic bodies, die aus nukleären Fragmenten und degenerierten Zellkomponenten 
bestehen (Cidlowski et al., 1996; Kerr, 1987). Die von Gavrieli et al. entwickelte TUNEL-
Methode dient der in-situ-Markierung und Visualisierung von DNA-Fragmenten im 
Zellkern von Gewebeproben und damit der Detektierung des programmierten Zelltodes 
auf Zellebene (Gavrieli et al., 1992). Mittels einer Enzymreaktion werden an die 
Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) gekoppelte fluoreszierende Nukleotide 
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(dUTP) an das 3’-OH-Ende der DNA-Brüche gebunden. Mehrere Arbeitsgruppen 
versuchten nach Gavrieli et al., die TUNEL-Methode auf eine große Anzahl von 
Zellarten auszuweiten, sowohl die Sensitivität als auch die Spezifität durch eine 
Austestung von verschiedenen Vorbehandlungen und Fixierungsmöglichkeiten, z.B. 
Erhitzung mittels Mikrowelle, Behandlung mit Proteinkinase K, zu optimieren sowie 
standardisierte Protokolle einzuführen (Labat-Moleur et al., 1998; Negoescu et al., 
1996).  
Zur Durchführung der TUNEL-Methode wurde in unserer Arbeit das ApopTag® 
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, Katalognummer: S 7100) 
verwendet. 
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Tab. 8: TUNEL-Methode 
Mit Hilfe der TUNEL-Methode werden DNA-Fragmente im Zellkern markiert bzw. 
visualisiert. Im Folgenden wird der Ablauf dargestellt, in dem an die TdT gekoppelte 
fluoriszierende Nukleotide (= dUTP) an das 3’-OH-Ende der DNA-Brüche gebunden 
werden. 
 
Reagenz Schritt 
Ethanol   Entparaffinierung bis 70 % Ethanol 
PBS 2 x 5 min waschen 
400 µl Proteinkinase K in 200 ml Aqua dest. 15 min inkubieren lassen 
Aqua dest. 2 x 2 min abspülen 
20 ml 3 % H2O2 und 200 ml PBS 5 min inkubieren lassen 
PBS 2 x 5 min waschen 
Equilibrierungspuffer    Je Objektträger (OT) 75 µl für 10 sec. 
77 µl Reaktionspuffer + 33 µl Terminale 
Transferase (TdT) = 110 µl – 55 µl pro OT 
1 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer 
inkubieren lassen 
Stop-Puffer-Lösung (6 ml ad 200 ml Aqua dest.) 10 min bei 37 °C waschen 
PBS 3 x 1 min waschen 
Anti-Digoxigenin-Konjugat 30 min bei Raumtemperatur  inkubieren lassen, 
je OT 65 µl  
PBS 4 x 2 min waschen 
ACE-Substrate-Chromogen *4 3 - 6 min bei mikroskopischer Kontrolle 
inkubieren lassen 
Aqua dest. 3 x 1 min abspülen 
Hämatoxilin nach Mayer 30 sec. einwirken lassen 
Leitungswasser 5 min bläuen  
Eindeckmittel Aquatex Gefärbte Präparate mit Eindeckmittel und 
Deckglas bedecken 
*
4
 ACE-Substrate-Chromogen = Farbstoff 
 
2.9 Doppelfärbung mit pEGFR und ARNO 
Formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Schnitte wurden mit den Antikörpern 
pEGFR und ARNO koinkubiert und mit den entsprechenden Sekundär-Antikörpern 
gefärbt. Die Gegenfärbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4′,6-Diamidin-2-phenylindol, 
kurz DAPI, dient der Markierung der DNA und damit des Zellkerns. 
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Tab. 9: Doppelfärbung mit pEGFR 1068 (Maus), ARNO C20 (Ziege) und DAPI 
Es wird gezeigt, wie die Doppelimmunfluoreszenz-Färbung gegen ARNO/Cytohesin-1 
und pEGFR durchgeführt wird. Durch die DAPI-Gegenfärbung wird die DNA innerhalb 
des Zellkerns angefärbt. 
 
Reagenz Schritt 
Xylol  10 min Dehydrierung 
Xylol 10 min Dehydrierung 
Alkohol 100 %  5 min baden 
Alkohol 100 % 5 min baden 
Alkohol 95 % 5 min baden 
Alkohol 75 % 5 min baden 
Aqua dest. 5 min abspülen 
Citratpuffer 30 min (600 Watt bei 1 l Gebrauchspuffer)  
Abkühlen  20 min 
TBS-T  
(= tris buffered saline with tween) 
5 min waschen 
Peroxidase-Block 10 min (1 ml H202  + 30 µl A. dest.),  
200 – 250 µl pro Objektträger (OT) 
TBS-T 3 x 5 min waschen (einmal wechseln) 
Antikörper pEGFR 1068     1:25 mit Diluent verdünnen, über Nacht im Kühlschrank 
inkubieren lassen, ca. 100 - 150 µl pro OT 
TBS-T 3 x 5 min waschen 
Antikörper ARNO C20      1:50 mit Diluent verdünnen, 1 h bei Raumtemperatur stehen 
lassen 
TBS-T 3 x 5 min waschen 
biotinylierter Sekundärantikörper 1:500 mit Diluent verdünnen, 1 h im Dunkeln inkubieren  lassen, 
100 -150 µl pro OT 
TBS-T 3 x 5 min waschen 
DAPI (= 6,6-diamidino-2-
phenylindole-dilactate) 
1:1000 mit Diluent verdünnen, 10 min inkubieren lassen 
TBS-T 3 x 5 min waschen 
Fluorescent Mounting Medium OT damit eindecken 
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3. Ergebnisse 
Die in der Einleitung beschriebenen Daten legen nahe, dass Cytohesine auch in 
Adenokarzinomen der Lunge exprimiert werden und dass dies Einfluss auf die 
Aktivierung von EGFR sowie der weiterleitenden Signalkaskaden hat. Somit könnten 
Cytohesine eine neue therapeutische Zielstruktur darstellen. Nachfolgend werde ich im 
Einzelnen folgende Fragestellungen untersuchen: 
 
1) Zeigen Adenokarzinome der Lunge eine differentielle Expression von Cyto-
hesinen? 
2) Korreliert die Expression von Cytohesinen mit der EGFR-Expression und/oder 
der EGFR-Phosphorylierung? 
3) Korreliert die Expression von Cytohesinen mit der Aktivierung von weiter-
führenden Signalwegen? 
4) Gibt es eine Koexpression von Cytohesinen und pEGFR auf der gleichen Zelle? 
5) Lässt sich die Expression von Cytohesinen in vivo hemmen und kann dies zu 
einem reduzierten Tumorwachstum führen? 
 
Dazu wird im Folgenden zunächst demonstriert, dass hohe Expressionsniveaus von 
Cytohesinen in Adenokarzinomen der Lunge mit der pEGFR-Aktivierung und deren 
Signalkaskade korrelieren. Mittels Doppelimmunfluoreszenz-Färbung kann dabei 
dargelegt werden, dass Cytohesine und pEGFR auf der gleichen Zelle koexprimiert sind. 
Des Weiteren wird im Mausprojekt – wie von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Famulok 
zuvor in vitro gezeigt – dargestellt, dass das Tumorwachstum von PC9-Xenograft-
Tumoren (= Adenokarzinomzellen mit einer aktivierenden Mutation des EGFR) durch 
den spezifischen Cytohesininhibitor SecinH3 in vivo gehemmt werden kann, welches 
mittels FLT-PET-Bildgebung veranschaulicht wird. 
Eine posttherapeutische Analyse der resezierten PC9-Xenograft-Tumore nach der 
Behandlung mit SecinH3 bestätigt diese Inhibierung durch eine reduzierte 
Proliferationsaktivität bei der Bestimmung des Proliferationsmarkers Ki-67 bzw. durch 
eine erhöhte Apoptoserate bei der Durchführung der TUNEL-Färbung. 
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In unserer Arbeit werden Cytohesine erstmals als intrazelluläre, hemmbare EGFR-
Aktivatoren beschrieben, die in Zukunft aussichtsreiche neue Angriffsziele in EGFR-
abhängigen Tumoren sein könnten. 
 
3.1 Cytohesine sind zytoplasmatische Aktivatoren des EGFR 
Es konnte bereits in vitro gezeigt werden, dass Cytohesine durch eine direkte 
Wechselwirkung mit der zytoplasmatischen Domäne von dimerisierten EGF-Rezpetoren 
und eine daraus folgende, erleichterte Konformationsänderung, die zur Bildung von 
asymmetrischen Dimeren führt, die EGFR-Aktivierung verstärken.  
Um dies in vivo zu bestätigen, untersuchte ich ein Patientenkollektiv von Adenokarzino-
men der Lunge mittels Immunhistochemie auf die Expression von ARNO/Cytohesin-1. 
Zunächst wurden dazu TMA-Schnitte, die eine schnelle und insbesondere 
kostengünstige Analyse einer großen Anzahl von Gewebeproben möglich machen, zur 
weiteren immunhistochemischen Färbung hergestellt. Bei der Auswertung der TMA-
Schnitte nach dem unten aufgeführten vierstufigen Schema fiel jedoch auf, dass die 
jeweils drei Stanzen pro Patient häufig nicht repräsentativ für das jeweilige 
Lungengewebe waren. Dies war insbesondere der Tatsache geschuldet, dass nur kleine 
Areale der Gesamtläsion, häufig aus dem Tumorzentrum, das schwächer angefärbt war, 
da die Formalinfixation und Anfärbung insbesondere der zentralen Tumoranteile 
schwieriger ist, analysiert wurden.  
Daher wurden im nächsten Schritt ganze Schnitte von insgesamt 45 Tumorproben aus 
dem bekannten Patientenkollektiv und 10 Schnitte von gesunden Lungengeweben 
angefertigt und entsprechend immunhistochemisch gefärbt. 
Um als erstes herauszufinden, ob Cytohesine vermehrt in Adenokarzinomzellen der 
Lunge exprimiert sind, wurden die Schnitte mit einem polyklonalen Ziegen-IgG-Anti-
körper gegen Cytohesin 1/2 (C-20), der an das C-terminale Ende von Cytohesinen 
bindet, gefärbt.  
Die Färbeintensität wurde nach folgendem vierstufigen Punkteschema durch mich und 
zwei weitere unabhängige Pathologen bewertet: keine oder lediglich schwache Hinter-
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grundfärbung (0), schwache, diskontinuierliche (1), moderate, aber eindeutige (2) oder 
starke vollständige (3) Färbung (Abb. 10). Aus den drei unabhängigen Datensätzen 
wurde ein Mittelwert berechnet (= siehe „average ARNO“ in der Tab. 10:  „Patienten-
kollektiv mit allen Färbungen und Ergebnissen“ im Anhang). 
Während normales Lungengewebe nur eine leichte Hintergrund (0) oder allenfalls 
schwache Färbung (1) zeigte, kam es bei 82 % der Karzinomgewebe zu einer 
moderaten (2) oder starken (3) Anfärbung von ARNO/Cytohesin-1 (Abb. 10 und 11). 
Dies weist daraufhin, dass Cytohesin-1 in einem großen Anteil von Adenokarzinomen 
der Lunge überexprimiert wird und möglicherweise mit der Aktivierung der 
weiterführenden Signalwege korrelieren könnte. 
 
Abb. 10: Adenokarzinomzellen der Lunge zeigen eine Überexpression von 
Cytohesinen 
2 % der Karzinomgewebe zeigten lediglich eine Hintergrundanfärbung (0), 16 % eine 
schwache Anfärbung (1). Bei 82 % der Karzinomgewebe kam es zu einer moderaten (2) 
oder starken (3) Anfärbung von ARNO/Cytohesin-1. Die genauen Ergebnisse sind der 
Tab. 10: „Patientenkollektiv mit allen Färbungen und Ergebnissen“ im Anhang zu 
entnehmen. 
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Abb. 11: Adenokarzinomzellen der Lunge zeigen eine Überexpression von 
Cytohesinen 
(aus (Bill, …, Meffert et al., 2010))  Gezeigt werden Adenokarzinome mit Hintergrundan-
färbung (0) links und starker Anfärbung (3) für ARNO/Cytohesin-1 rechts. Das Kreisdia-
gramm stellt die Anteile von Hintergrund- (= background), schwacher (= weak), 
moderater (= moderate) und starker (= strong) Anfärbung für ARNO/Cytohesin-1 in den 
ausgewerteten Schnitten mit n = 45 dar. 
 
 
3.2 Die Überexpression von Cytohesinen korreliert mit pEGFR 
In vitro konnte bereits gezeigt werden, dass eine Überexpression von Cytohesinen zu 
einer gesteigerten Autophosphyorylierung von EGFR führt. In immunhistochemischen 
Färbungen mit Antikörpern, die gegen die phosphorylierten Tyrosinreste 992, 1068 und 
1173 des EGFR gerichtet waren, zeigte sich nun in meiner Arbeit auch in vivo an 
Adenokarzinomzellen der Lunge, dass es eine hochsignifikante Korrelation  (p = 0,002, 
exakter Test nach Fisher) zwischen der Expressionsrate von ARNO/Cytohesin-1 und 
der Höhe von Autophosphorylierungen des EGFR sowie der phosphorylierten / 
aktivierten Signalwege gibt (Abb. 12). Es wurde der Mittelwert aus den ausgewerteten 
Daten für Tyr-992, Tyr-1068 und Tyr-1173 bestimmt (= siehe „average pEGFR“ in der 
Tab. 10: „Patientenkollektiv mit allen Färbungen und Ergebnissen“ im Anhang). Der Tab. 
11 „ARNO/Cythohesin-1 gegen pEGFR“ sind die einzelnen Prozentzahlen der ARNO-
Mittelwerte gegen die pEGFR-Mittelwerte zu entnehmen, die die Daten für das unten 
aufgeführte Balkendiagramm in Abb. 12 lieferten. 
Eine Korrelation zwischen der Expression von ARNO/Cytohesin-1 und einem 
phosphorylierungsunspezifischen pan-EGFR konnte nicht nachgewiesen werden (p = 
0,581, exakter Test nach Fisher). 
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Dies legt dar, dass ARNO/Cytohesin-1 nicht mit der Überexpression des EGF-Rezeptors 
sondern nur mit dem phosphorylierten Anteil des EGFR korreliert. Umgekehrt bedeutet 
dies, dass ARNO/Cytohesin-1 einen direkten Einfluss auf pEGFR, aber nicht auf die 
Expression des EGFR hat. 
 
Abb. 12: Hohe Expressionsraten von ARNO/Cytohesin-1 korrelieren mit einer 
gesteigerten Autophosphorylierung des EGFR (= pEGFR) 
(aus (Bill, …, Meffert et al., 2010)) Gewebeschnitte von resezierten, menschlichen 
Adenokarzinomen der Lunge wurden auf pEGFR gefärbt. Dargestellt werden links eine 
Hintergrundfärbung (0) und rechts eine starke Anfärbung (3) für pEGFR. Das 
Balkendiagramm ganz rechts veranschaulicht den Phosphorylierungslevel für pEGFR in 
Korrelation zu dem Cytohesin-Wert (p = 0,002 für pEGFR; n = 45), wobei die Farbskala 
ebenfalls dem vierstufigen Schema, welches bereits oben erläutert wurde, entspricht: 
background = Hintergrundfärbung, weak = schwache, diskontinuierliche Anfärbung, 
moderate = moderate, aber eindeutige Anfärbung, strong = starke vollständige 
Anfärbung. Die genauen Prozentzahlen sind der Tab. 11: „ARNO/Cytohesin-1 gegen 
pEGFR“ im Anhang zu entnehmen. 
 
 
3.3 Die Überexpression von Cytohesinen korreliert mit dem Akt- und Erk1/Erk2-
Signalweg 
Da gezeigt werden konnte, dass die Überexpression von Cytohesinen mit der EFGR-
Phosphorylierung korreliert, stellte sich nun die Frage, ob eine Überexpression von 
Cytohesinen auch die Aktivierung entscheidender, weiterführender Signalwege, wie z.B. 
pAkt und pp44/pp42, beeinflusst. Hierzu wurden immunhistochemische Färbungen mit 
monoklonalen Kaninchenantikörpern, die an Akt bzw. Erk1/Erk2 binden, wenn diese 
phosphoryliert, d.h., aktiviert sind, durchgeführt. 
Es zeigte sich, dass die Phosphorylierung von Akt und p44/42 (Erk1/Erk2) in hohem, 
signifikanten Maße mit einer erhöhten Expression von ARNO/Cytohesin-1 (p = 0,002 
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bzw. p = 0,025, exakter Test nach Fisher; siehe Tab. 12 und 13: „ARNO/Cytohesin-1 
gegen pAkt bzw. pp42/pp44“ im Anhang) einhergeht (Abb. 13). Diese Daten deuten 
darauf hin, dass auch die downstream-Signalwege des EGF-Rezeptors über eine 
gesteigerte Aktivierung von ARNO/Cytohesin-1 angeregt werden und somit die EGFR-
Signalkaskade über die beiden hauptsächlichem Arme fortgesetzt wird. 
 
Abb. 13: Hohe Expressionsraten von ARNO/Cytohesin-1 korrelieren mit einer 
erhöhten Signalwirkung des EGFR in menschlichen Adenokarzinomen der Lunge  
(aus (Bill, …, Meffert et al., 2010)) Die Gewebeschnitte der resezierten, menschlichen 
Adenokarzinome der Lunge wurden außerdem auf pAkt und pp42/pp44 gefärbt. 
Dargestellt werden links eine Hintergrundfärbung (0) und rechts eine starke Anfärbung 
(3) für die jeweiligen Proteine. Die Diagramme ganz rechts veranschaulichen den 
Phosphorylierungslevel für pAkt und pp42/pp44 in Korrelation zu dem Cytohesin-Wert. 
(p = 0,002 für pAkt, p = 0,025 für pp42/pp44; n = 45), wobei die oben erwähnte 
Farbskala angewandt wurde. Die genauen Ergebnisse sind den Tab. 12 und 13 
„ARNO/Cytohesin-1 gegen pAkt bzw. pp42/pp44“ im Anhang zu entnehmen. 
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3.4 Koexpression von Cytohesinen und pEGFR auf der gleichen Zelle 
Um zu beweisen, dass die Expression von pEGFR und ARNO eine wirkliche 
Koexpression auf der gleichen Zelle darstellt und nicht eine Expression von pEGFR und 
ARNO auf zwei unabhängigen Zellpopulationen ist, wurde eine Immunfluoreszenz-
Doppelfärbung durchgeführt. Hier zeigte sich in der Anfärbung des gleichen 
histologischen Schnittes eines resezierten Adenokarzinoms der Lunge mit einem 
Cytohesin-spezifischen  Antikörper (rot, A) und einem pEGFR-spezifischen Antikörper 
(grün, B), dass die gleichen Zellen sowohl ARNO als auch pEGFR koexprimieren (D). 
Mittels der DAPI-Gegenfärbung wird die DNA innerhalb des Zellkerns angefärbt (blau, C 
und E). Belegt wird dieses Ergebnis schließlich durch die Fusionsfärbung (gelb, D), in 
der beide vorherigen Färbungen übereinander gelegt werden. Diese Daten sind ein 
starkes Indiz dafür, dass ARNO und pEGFR nicht nur auf der gleichen Zellpopulation 
sondern auch lokal auf den Zellmembran kolokalisieren.  
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Abb. 14: Koexpression von pEGFR und ARNO/Cytohesin-1 in menschlichen 
Adenokarzinomen der Lunge 
(aus (Bill, …, Meffert et al., 2010)) Dargestellt wird eine Doppelimmunfluoreszenz-
Färbung eines  Adenokarzinoms der Lunge, die zeigt, dass ARNO/Cytohesin-1 und 
pEGFR auf den selben Zellen kolokalisieren. Zunächst wurde eine Doppelfärbung 
gegen ARNO/Cythosin-1 (rot, A) und pEGFR (grün, B) durchgeführt, im Weiteren wurde 
mit DAPI (blau, C) gegengefärbt. Bei Bild D werden die ARNO/Cytohesin-1- und die 
pEGFR-Färbung übereinander gelegt, bei E zusätzlich noch die DAPI-Färbung.  
 
 
3.5 SecinH3 reduziert das Wachstum von EGFR-abhängigen 
Bronchialkarzinomzellen 
Die starke Expression von ARNO/Cytohesin-1 in Adenokarzinomzellen der Lunge deutet 
darauf hin, dass Cytohesine über eine verstärkte EGFR-Signalkaskade das Wachstum 
von Tumorzellen fördern und somit ein möglicher Angriffspunkt in der Entstehung von 
NSCLC sein können. In vitro konnte diese Vermutung durch die Arbeitsgruppe von Prof. 
Dr. Michael Famulok bestätigt werden: die Proliferationsrate der EGFR-abhängigen 
Lungenkrebs-Zelllinie PC9 wurde in der Anwesenheit und Abwesenheit von SecinH3, 
einem kleinen Molekül, das als GEF-Antagonist für Cytohesine fungiert, indem es 
spezifisch an die Sec7-Domäne der Cytohesine bindet, bestimmt, wobei die Inhibierung 
von ARNO/Cytohesin-1 zu einer deutlichen Reduktion des Wachstums von PC9-Zellen 
führte. 
Daher postulierten wir, dass SecinH3 in vivo im Xenograft-Mausmodel das 
Tumorwachstum von einer EGFR-mutierten Adenokarzinom-Zelllinie (PC9) reduzieren 
könnte.  
Die folgenden Experimente wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Roland 
Ullrich, die sich auf in-vivo-Bildgebung und Tier-PET-Analysen spezialisiert hat, 
durchgeführt. 
Zur Herstellung der adhärent wachsenden Zellkulturen wurden auf EGFR-TKI sensitive 
Adenokarzinomzellen der Zelllinie PC9 mit einer aktivierenden Mutation des EGFR-
Gens verwendet. Die adhärenten Zelllinien wurden über ca. 3 Wochen in T75-
Zellkulturflaschen expandiert, bis eine ausreichende Menge zur subkutanen Injektion in 
zehn männliche Nacktmäuse erreicht wurde. Die Tumore wurden durch subkutane 
Injektionen von 5x106 PC9-Tumorzellen in 6 - 8 Wochen alte nu/nu athymische, 
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männliche Mäuse erzeugt (Ullrich et al., 2008). Nachdem ein tastbarer bzw. sichtbarer 
Tumor entstanden war, wurden die zehn Mäuse in zwei Gruppen randomisiert (n = 7), 
eine Kontrollgruppe, die mit DMSO alleine behandelt wurde, und eine weitere Gruppe, 
die sieben Tage lang mit SecinH3 gelöst in DMSO therapiert wurde. Den letztgenannten 
Mäusen wurden täglich intraperitoneale Injektionen mit einem Volumen von 100 µl und 
einer Dosis von 2,5 mM SecinH3 verabreicht.  
Die Tumore wurden an Tag 0 und Tag 7 in vivo auf Proliferationsaktivität mittels FLT-
PET-Bildgebung untersucht.  
In einer Dosis von 200 µCi/Maus wurde [18F]FLT intravenös in die Schwanzvene der 
Tiere appliziert und nach 60 min eine [18F]FLT-Bildgebung durchgeführt. Schließlich 
wurde die maximale Voxel-Radioaktivität innerhalb des entsprechenden Tumors in der 
ROI bestimmt. Um das Verhältnis der Aufnahme des radioaktiven Kontrastmittels vor 
und nach der Therapie mit SecinH3 zu bestimmen, wurde als Referenz ein ROI in das 
Mediastinum gelegt, da hier eine konstante Aufnahme von [18F]FLT beobachtet werden 
konnte (s. Abbildung 4 und 5, Material und Methoden). Die Daten wurden durch die 
gesamte injizierte Dosis dividiert, um einen Prozentsatz „injizierte Dosis pro Gramm“ zu 
erhalten (%ID/g).  
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Abb. 15a+b: [18F]FLT PET beweist Ansprechen auf Behandlung mit SecinH3 
(aus (Bill, …, Meffert et al., 2010)) Gezeigt wird eine charakteristische [18F]FLT-PET-
Darstellung von Mäusen mit PC9 induzierten Tumoren vor und nach einer siebentägigen 
Behandlung mit SecinH3 oder einer Kontrollsubstanz (DMSO) **p < 0,01, n = 7. Wird 
das Tumorwachstum nicht durch SecinH3 bekämpft, nimmt das Tumorvolumen in der 
unbehandelten Maus (= untreated) deutlich zu (s. unteres linkes Bild). 
Dementsprechend verändert sich die maximale FLT-Aufnahme in der unbehandelten 
Maus im Vergleich zu der mit SecinH3 therapierten Maus deutlich (ca. + 19 % im 
Vergleich zu - 30 %).  
 
Die Tiere wurden nach dem Experiment geopfert, die subkutanen Tumore entnommen 
und für 24 Stunden in PBS gepuffertem Formalin (4 %) fixiert. Die mit SecinH3 
behandelten Tumore stellten sich im Vergleich mit denen der Kontrollgruppe deutlich 
kleiner dar, zeigten histologisch jedoch keine wesentlichen regressiven Veränderungen. 
Daher sahen wir uns die Proliferationsaktivität und die Apoptoserate der beiden 
Gruppen im Weiteren vergleichend an. 
 
3.6 PC9-Xenograft-Tumore zeigen reduzierte Proliferationsaktivität unter 
SecinH3-Therapie (Ki-67) 
Um die Proliferationsaktivität der mit SecinH3 behandelten Tumore abschätzen zu 
können, wurden die in Formalin fixierten paraffineingebetteten Tumore mit einem 
Antikörper gegen das Antigen Ki-67 gefärbt, der während des Zellzyklus in der G1-, in 
der S-, in der G2- und in der M-Phase exprimiert wird, und daher direkt Auskunft über 
die Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors gibt. Hier kam ein deutlicher Unterschied 
zwischen den unbehandelten Tumoren mit einer typischen, hohen Proliferationsaktivität 
im Vergleich zu den mit SecinH3 therapierten Tumoren mit einer reduzierten 
Wachstumsrate zur Darstellung. 
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Abb. 16: SecinH3 reduziert das Wachstum von PC9-Xenograft-Tumoren 
(aus (Bill, …, Meffert et al., 2010)) Es wird eine gegen das Antigen Ki-67 gerichtete 
Färbung der PC9-Xenograft-Tumore in Nacktmäusen nach der Behandlung mit SecinH3 
(rechts) bzw. einer Kontrollsubstanz (DMSO - links) für sieben Tage gezeigt.  
 
 
3.7 PC9-Xenograft-Tumore besitzen eine erhöhte Apoptoserate nach        
SecinH3-Behandlung 
Um zu untermauern, dass eine Therapie mit SecinH3 bei Adenokarzinomzellen der 
Lunge mit einer aktivierenden EGFR-Mutation effektiv ist und eine Tumorregression 
induziert, führten wir zusätzlich eine Färbung nach der TUNEL-Methode zur Detektion 
von apoptotischen Tumorzellen an den in Formalin fixierten paraffineingebetteten 
Tumoren durch. In dem Diagramm kommt die Anzahl an TUNEL-positiven Tumorzellen 
pro Gesichtsfeld (x 100) zur Darstellung. Pro Tumor bzw. Behandlungsgruppe (n = 7) 
wurden zehn repräsentative Gesichtsfelder (x 100) (HPF = high power fields) 
ausgewertet. Die mit SecinH3 behandelten Tumore wiesen durchschnittlich 35 TUNEL 
positive Zellen pro 10 HPF auf, während die Kontrolltiere, die nur mit Lösungsmittel 
(DMSO) behandelt worden waren, nur 11 TUNEL positive Zellen pro 10 HPF zeigten (p 
< 0,001, T-test). 
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Abb. 17: SecinH3 bewirkt Apoptose in PC9-Xenograft-Tumoren 
(aus (Bill, …, Meffert et al., 2010)) Dargestellt wird das Ergebnis einer TUNEL-Färbung 
von PC9-Xenograft-Tumoren in Nacktmäusen nach der Behandlung mit SecinH3 oder 
einer Kontrollsubstanz (DMSO) für sieben Tage. Das Diagramm zeigt die Anzahl von 
TUNEL-positiven Zellen pro high power Mikroskopierfeld. Pro Behandlungsgruppe 
wurden 10 repräsentative Felder ausgewertet. ***p < 0,001. Die Fehlerbalken zeigen 
den Standardfehler des Durchschnitts. 
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4.  Diskussion 
Das Bronchialkarzinom bildet trotz kontinuierlicher Verbesserung der diagnostischen 
und therapeutischen Möglichkeiten die häufigste tumorbedingte Todesursache in den 
westlichen Industrienationen und hat damit erhebliche sozioökonomische Folgen. 
Weltweit ist es die häufigste Krebsart. Jedes Jahr kommen ca. 1,61 Millionen neue Fälle 
hinzu, dies entspricht 13 % aller Krebsfälle. In Deutschland ist das Bronchialkarzinom 
mit über 42.000 Sterbefällen im Jahr 2008 die vierthäufigste Todesursache und die 
häufigste Krebstodesursache (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2012).  
In den letzten 30 Jahren hat sich das Gesamtüberleben von unter einem Jahr bei 
Patienten mit Bronchialkarzinom in einem Stadium III bis IV so gut wie nicht verbessert. 
Erst in den vergangenen Jahren wurde das therapeutische Armamentarium zur 
Behandlung der fortgeschrittenen Tumorstadien des NSCLC um einige molekulare, 
zielgerichtete Therapieansätze erweitert, die spezifisch auf die Pathomechanismen des 
Tumors ausgerichtet sind. Nur bei diesen gerichteten Ansätzen konnte eine signifikante 
Verbesserung des Gesamtüberlebens in molekular definierten Subgruppen erreicht 
werden (Seidel et al., 2013). 
Insbesondere für Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge, das EML4-ALK- 
Tanslokationen oder aktivierende Mutationen des EGFR aufweist, liegen inzwischen 
zugelassene gerichtete Therapieoptionen vor. Aktivierende Mutationen des EGFR 
finden sich in ca. 15 % der Adenokarzinome der Lunge, sie korrelieren mit der 
Wirksamkeit von so genannten niedermolekularen EGFR-TKI, die an die intrazelluläre 
Domäne des EGFR binden (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Riely et al., 2006).  
Durch eine reversible, selektive Bindung dieser TKI – wie z.B. der 4-Anilinoquinazoline 
Gefitinib und Erlotinib – an die intrazelluläre, katalytische ATP-Domäne des EGFR, 
konkurrieren sie als kompetitiver Inhibitor um ATP und verhindern so die EGFR-
Autophosphorylierung (Wakeling et al., 2002). 
Das Therapieansprechen der TKI kann durch sogenannte intrinsische und erworbene 
Therapieresistenzen negativ beeinflusst werden. Bei ca. 16 - 36 % aller Patienten mit 
NSCLC können aktivierende Mutationen des K-RAS-Gens bestehen, die zu einer 
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EGFR-unabhängigen Aktivierung von MAPK führen und mit einer schlechten Prognose 
assoziiert sind (Marchetti et al., 2009; Sharma et al., 2007).  
Eine Substitution von Methionin durch Threonin an Codon 790 (T790M) in Exon 20 wird 
bei ca. 50 % der Patienten mit NSCLC gefunden, die zunächst positiv auf eine Therapie 
mit TKI angesprochen haben, und führt zur einer erworbenen Resistenz gegenüber z.B. 
Gefitinib und Erlotinib (Kobayashi et al., 2005; Kosaka et al., 2006; Kwak et al., 2005; 
Pao et al., 2005b; Sharma et al., 2007).  
Trotz aller Fortschritte der gegen den EGFR gerichteten Therapien ist die Biologie des 
EGFR-Signalweges noch nicht vollständig erforscht. So sprechen z.B. ca. 20 % der 
Patienten mit aktivierenden EGFR-Mutationen nicht auf eine Inhibierung des Rezeptors 
durch TKI an, ohne dass es hierfür bisher eine biochemische Erklärung gab. Eine 
Vielzahl von Wechselwirkungen beeinflusst die Signalwirkung des EGFR positiv oder 
negativ. Jedoch war bisher keine regulativ wirkende zytoplasmatische Komponente 
bekannt, deren Aktivität direkte Auswirkung auf den Prozess der ligandeninduzierten 
Rezeptorphosphorylierung hatte (Shilo, 2010).  
Die Dimerisierung des EGFR sowie die Aktivierung der Tyrosinkinasedomäne scheinen 
der kristallographischen, biochemischen und biophysikalischen Datenlage zu Folge klar 
geregelte und vollständig ausgeglichene Prozesse zu sein, wobei weitestgehend unklar 
bleibt, wie diese Balance erreicht wird. Das ursprüngliche Modell der EGFR-Aktivierung 
sah vor, dass die Aktivierung der EGFR-Kinase durch eine fortlaufende Informations-
weitergabe von der extrazellulären zur intrazellulären Domäne, die über eine EGF-
abhängige Dimerisierung der extrazellulären zu einer der zytoplasmatischen Seite 
führte, zu Stande kam (Yarden und Schlessinger, 1987). Dieser Vorgang der Auflösung 
des autoinhibierten Zustandes der Kinasedomäne scheint jedoch komplexer zu sein. Die 
alleinige Dimerisierung des EGFR reicht zur Aktivierung nicht aus. Zudem ist lediglich 
ein Teil der dimerisierten ErbB-Rezeptoren katalytisch aktiv (Gadella und Jovin, 1995; 
Moriki et al., 2001). Schließlich konnten Chung et al. zeigen, dass die Rezeptor-
Dimerisierung auch in der Abwesenheit eines Liganden kontinuierlich und reversibel 
abläuft (Chung et al., 2010). In den letzten Jahren wurden mehrere kristallographische 
Studien durchgeführt, deren Ergebnisse vermuten lassen, dass lediglich eine 
Untergruppe der Dimere – die asymmetrische Dimere genannt werden – eine bestimmte 
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Konformation annehmen können und katalytisch aktiv sind (Jura et al., 2009; Red 
Brewer et al., 2009; Zhang et al., 2006). Nach Red Brewer et al. gibt es eine Domäne 
innerhalb der zytoplasmatischen juxtamembranären Region des EGFR, die eine 
stabilisierende Wirkung auf die Dimere hat sowie eine aktivierende Rolle auf die 
Tyrosinkinase ausübt; diese kann in Lungenkarzinomen mit Einfluss auf die Aktivität des 
EGFR mutiert sein (Red Brewer et al., 2009). Die Bindung eines Liganden, wie z.B. des 
EGF, an die blockierende extrazelluläre Domäne bewirkt eine Lösung der inhibierenden 
Verbindung zwischen der juxtamembranären Region und der Kinasedomäne, sodass 
eine Dimerisierung zwischen den beiden juxtamembranären Domänen stattfinden kann, 
die wiederum den Dimer der Kinasedomäne stabilisiert (Jura et al., 2009). Schließlich 
zeigten Zhang et al., dass die Kinasedomäne in einem autoinhibierten Zustand besteht, 
dessen allosterische Aktivierung die Bildung eines asymmetrischen Dimers benötigt, bei 
dem das C-terminale Ende einer Tyrosinkinasedomäne an die N-terminale Sequenz 
seines Dimerisierungspartners andockt und über diese Konformationsänderung den 
aktiven Zustand stabilisiert (Zhang et al., 2006). 
Zusammenfassend sieht das heutige Modell vor, dass die Aktivierung der EGFR-Kinase 
auf der intrinsischen Fähigkeit beruht, aktive, asymmetrische Dimere zu bilden, sobald 
der autoinhibierte Zustand der Kinasedomäne aufgelöst wird (Bose und Zhang, 2009; 
Ferguson, 2008). Der einzige Aktivator, der in diesem Modell benötigt wird, ist der 
Ligand EGF, der an die Ektodomäne des Rezeptors bindet und dadurch eine strukturelle 
Neuordnung bewirkt bzw. stabilisiert, die die Kinasedomäne aus ihrem autoinhibierten 
Zustand löst. 
Während der EGF seine Funktion, die Autoinhibierung des ungebundenen Rezeptors 
aufzulösen, von der extrazellulären Seite ausübt, konnten wir zeigen, dass Cytohesine 
von der zytoplasmatischen Seite her wirken und die EGFR-Signalkaskade abstimmen. 
Dies geschieht durch eine Erhöhung der Anzahl von ligandengebundenen EGFR-
Dimeren, die die katalytisch aktive Konformation besitzen.  
Gemeinsam mit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Michael Famulok, LIMES-Institut der 
Universität Bonn, und Dr. Roland Ullrich, Max Planck Institut an der medizinischen 
Fakultät der Universität Köln, konnten Cytohesine als Aktivatoren des EGFR ermittelt 
werden, die die Rezeptoraktivierung durch eine direkte Wechselwirkung mit der 
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zytoplasmatischen Domäne von dimerisierten  EGF-Rezeptoren erhöhen und damit eine 
Konformationsneuanordnung erleichtern (Bill et al., 2010; Shilo, 2010). Mittels 
immunhistochemischer Färbungen von Adenokarzinomen der Lunge konnte ich zeigten, 
dass eine erhöhte Expression von Cytohesinen mit einer gesteigerten EGFR-Aktivierung 
und Signalwirkung korreliert. Des Weiteren führt eine chemische Inhibierung dieser 
Cytohesine durch SecinH3  zu einer Reduktion des Wachstums von EGFR-abhängigen 
Adenokarzinomzellen der Lunge in vitro und in Mausmodellen in vivo. Diese Ergebnisse 
zeigen, dass Cytohesine eine zentrale Rolle in der Regulation des EGFR Signalwegs 
spielen und somit eine potentielle Zielstruktur für gerichtete Therapien darstellen. Des 
Weiteren könnte eine Überexpression von Cytohesinen eine Erklärung für die primäre 
Resistenz von EGFR-mutierten Tumoren sein, die nicht auf eine gegen den EGFR 
gerichtete Therapie ansprechen.  
Abgesehen von Dok-7 wurden bisher keine anderen zytoplasmatischen Aktivatoren für 
Rezeptortyrosinkinasen beschrieben. Das zytoplasmatische Adapterprotein Dok-7 ist für 
die Bildung der neuromuskulären Synapse unentbehrlich; durch die Dimerisierung zum 
Teil autophosphorylierter und damit aktivierter Monomere steigert es die Aktivität der 
muskelspezifischen Rezeptorkinase MuSK (= muscle-specific kinase) (Bergamin et al., 
2010; Inoue et al., 2009). Cytohesine hingegen beeinflussen weder die Dimerisierung 
des Rezeptors noch benötigen sie eine Autophosphorylierung des EGFRs für die 
Bindung; sie agieren als allosterische Aktivatoren der Rezeptordimere (Bill et al., 2010).  
Die starke Expression von ARNO/Cytohesin-1 in Tumorgeweben lässt darauf schließen, 
dass Cytohesine in Zukunft ein weiteres Angriffsziel in der Therapie der NSCLC 
darstellen werden. Hierfür beweisend ist die von uns bestimmte posttherapeutische 
Proliferationsrate mit und ohne SecinH3-Therapie mittels der immunhistochemischen 
Färbung mit Ki-67 sowie die Durchführung der TUNEL-Färbung.  
Aus unseren Ergebnissen lässt sich folgern, dass eine Erweiterung des aktuellen 
Modells der EGFR-Aktivierung unter der Hinzunahme von Cytohesinen als EGFR-
Aktivatoren durchgeführt werden sollte. Cytohesine wirken positiv regulierend, indem sie 
die strukturelle Neuanordnung erleichtern, die erforderlich ist, um den Rezeptordimer in 
seine aktive Form zu überführen. 
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Der EGFR ist jedoch trotz der zytoplasmatischen Cytohesine weiter abhängig von der 
Aktivität von Liganden, da die Autoinhibierung, die durch die extrazelluläre Domäne auf 
die Kinasedomäne übertragen wird, nur durch die Bindung eines Liganden gelöst 
werden kann (Zhu et al., 2003). Eine Dysregulierung von zytoplasmatischen EGFR-
Aktivatoren wie ARNO/Cytohesin-1 könnte jedoch zu einer unkontrollierten 
Signalwirkung des EGFR führen. Dies ist eine charakteristische Eigenschaft vieler 
Krebsarten u.a. des Adenokarzinoms der Lunge (Gazdar, 2009). Die Mehrzahl der 
Lungentumore, die auf eine Therapie mit TKI anspricht, hat einen hochregulierten oder 
mutierten EGFR-Status (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Pao et al., 2004). 
Dennoch konnten Sharma und Settleman darlegen, dass ca. 18 % der Patienten, die ein 
partielles Ansprechen auf eine Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren zeigen, keine der 
üblicherweise nachgewiesenen Mutationen des EGFR besitzen. Dies deutet darauf hin, 
dass es zusätzliche molekulare Faktoren geben muss, die das klinische Ansprechen auf 
TKI in einem Teil der NSCLC bestimmen (Sharma und Settleman, 2009). Bisher konnte 
nicht herausgefunden werden, wie diese EGFR-abhängigen Tumorzellen eine 
ausreichende Signalaktivität des EGFR aufrecht erhalten können. Die Ergebnisse 
unserer Arbeit liefern hier eine mögliche Erklärung für die Abhängigkeit dieser 
Krebszellen vom EGFR: Die Überexpression von ARNO/Cytohesin-1 ist mit einem 
hochregulierten, aktivierten Signalweg von EGF in Adenokarzinomzellen der Lunge 
assoziiert. Des Weiteren belegen unsere Ergebnisse, dass die Proliferation der EGFR-
abhängigen Tumorzellen durch eine Inhibierung der Cytohesine entscheidend reduziert 
wird. Somit werden in unserer Arbeit Cytohesine als eine neuartige Substanzklasse von 
intrazellulären EGFR-Aktivatoren vorgestellt, die eine große pathophysiologische 
Bedeutung als neues Angriffsziel bei der Behandlung der ErbB-Rezeptor-abhängigen 
Krebsarten mit kleinen, molekularen, zielgerichteten Therapeutika, die nicht auf den 
Rezeptor selbst, sondern auf seine Aktivatoren gerichtet sind, besitzen.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit – gemeinsam mit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Michael 
Famulok, LIMES-Institut der Universität Bonn, und Dr. Roland Ulrich, Max Planck Institut 
an der medizinischen Fakultät der Universität Köln, - wurden 2010 durch Shilo 
kommentiert und mittels der unten aufgeführten Graphik vereinfacht dargestellt. Shilo 
betont insbesondere, dass mit unserer Studie eine neue Möglichkeit für die signal-
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empfangende Zelle gefunden wurde, ihr Rezeptortyrosinkinase-Signal bereits früh – auf 
Höhe der Rezeptorphosphorylierung – im Signalprozess abzuändern (Shilo, 2010).  
 
 
Abb. 18: Cytohesinlevel regulieren die Phosphorylierung des ErbB-Dimers (aus 
(Shilo, 2010)) 
(A)  Nach der Bindung eines Liganden bilden die Repeptortyrosinkinasen des ErbB-
Rezeptors Dimere. Um die Kinasedomäne zu aktivieren und eine 
Transphosphorylierung zu bewirken, müssen Änderungen der Konformation, die die 
Entstehung von asymmetrischen Dimeren induzieren, stattfinden. Eine direkte Bindung 
von Cytohesinen an die zytoplasmatische Domäne vereinfacht diese 
Konformationsänderung. 
(B)  Eine Überexpression von Cytohesinen, die in einigen Adenokarzinomen der 
Lunge auftritt, erhöht die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors. 
(C)  Eine Reduzierung der Cytohesinlevel, z.B. als Folge einer Behandlung mit dem 
spezifischen Cytohesininhibtor SecinH3, führt zu einer Verringerung der 
Rezeptorphosporylierung, 
- 84 - 
 
5. Zusammenfassung 
In der Behandlung fortgeschrittener – insbesondere solider – Tumorentitäten hat sich im 
letzten Jahrzehnt eine entscheidende Entwicklung weg von Standard-Radio-
Chemotherapie-Regimen hin zu einer personalisierten Medizin, die auf die genetischen 
Eigenschaften der einzelnen Tumorzelle ausgerichtet ist, abgezeichnet. Im Rahmen der 
aktuellen Forschung bei Bronchialkarzinomen spielen hierbei u.a. Wachstumsfaktor-
rezeptoren eine bedeutende Rolle. Gemeinsam mit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. 
Michael Famulok, LIMES-Institut der Universität Bonn, und Dr. Roland Ullrich, Max 
Planck Institut an der medizinischen Fakultät der Universität Köln, konnten Cytohesine 
erstmalig als regulativ wirkende zytoplasmatische Aktivatoren des EGFR ermittelt 
werden, die die Rezeptoraktivierung durch eine direkte Wechselwirkung mit der 
zytoplasmatischen Domäne von dimerisierten  EGF-Rezeptoren erhöhen und damit eine 
Konformationsneuanordnung – je nach dem jeweiligen Bedarf der einzelnen Zelle – 
erleichtern. 
Mittels immunhistochemischer Färbungen von Adenokarzinomzellen der Lunge konnten 
in meiner Arbeit die zuvor in vitro gewonnenen Ergebnisse bestätigt werden: Die 
Tumorzellen zeigten eine Überexpression von ARNO/Cytohesin-1; des Weiteren 
korrelierten diese erhöhten Expressionsraten mit einer gesteigerten Autophos-
phorylierung des EGFR (pEGFR). Schließlich zeigte sich bei der immunhistochemischen 
Anfärbung mit Antikörpern, die gegen pAkt und pp42/pp44 gerichtet sind, dass die durch 
die Überexpression von ARNO/Cytohesin-1 vermittelte Aktivitätssteigerung des pEGFR 
auch über zwei der wichtigsten Signaltransduktionskaskaden fortgeleitet wird. Um zu 
demonstrieren, dass dabei pEGFR und ARNO/Cytohesin-1 auf denselben Zellen 
kolokalisiert sind, wurde zusätzlich eine Doppelimmunfluoreszenz-Färbung von 
Adenokarzinomzellen der Lunge, durchgeführt.  
Im Folgenden konnte im Mausmodel demonstriert werden, dass sich ARNO/Cytohesin-1 
durch SecinH3, einen GEF-Antagonist gegen Cytohesine, inhibieren lässt. Hierzu wurde 
in Zellkulturen die Zelllinie PC9 expandiert, die athymischen männlichen Nacktmäusen 
subkutan injiziert wurde. Eine Hälfte der Mäuse wurde durch intraperitoneale Injektionen 
mit SecinH3 behandelt. Mittels FLT-PET-Bildgebung wurden die Tumorgrößen der 
therapierten und nicht-therapierten Mäuse verglichen; hier zeigte sich nach der 
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Behandlung mit SecinH3 eine deutliche Verkleinerung der jeweiligen Tumore. Bei einer 
posttherapeutischen Analyse des Ki-67-Proliferationsindexes ließ sich eine reduzierte 
Wachstumsrate der Tumorzellen nachweisen. Schlussendlich ließ sich mittels der 
TUNEL-Methode zur Detektion von apoptotischen Tumorzellen ebenfalls ein 
Therapieansprechen auf SecinH3 demonstrieren. 
Unsere Ergebnisse belegen, dass Cytohesine eine neuartige Substanzklasse 
intrazellulärer EGFR-Aktivatoren darstellen, die bei einer Überexpression zu einer 
unkontrollierten Signalwirkung des EGFR führen können. In Zukunft könnten sie eine 
große pathophysiologische Bedeutung als neue Angriffsziele bei der Behandlung der 
EGFR-abhängigen Tumorzellen mit zielgerichteten Therapeutika, die nicht auf den 
Rezeptor selbst, sondern auf seine Aktivatoren gerichtet sind, besitzen. 
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6. Anhang 
Tab. 10: Patientenkollektiv mit allen Färbungen und Ergebnissen 
N GJ w/m Histo G TNM G Nr. Lokalisation EGFR Tyr-992 
Tyr-
1068 
Tyr-
1173 
average 
pEGFR Arno1 Arno 2 Arno 3 
average 
Arno Akt 
pp42/ 
pp44 Stat3 
1 1928 m pluriform, drüsig, plattenepithelial niedrig pT3, pN1 G3 re. Lunge 
 
3 2 0 0 0,67 2 1 2 1,67 0 0 3 
2 1940 m Adeno-Ca mittel     re. Ober-/Mittellappen 
 
3 2 1 1 1,33 2 2 3 2,33 1 2 3 
3 1924 m Adeno-Ca mittel     re. Unterlappen, direkt subpleural 
 
0 1 0 0 0,33 1 1 1 1,00 1 0 3 
4 1935 m Adeno-Ca niedrig pT3, pN1; R1 G3 re. Oberlappen  3 0 1 0 0,33 1 1 1 1,00 0 0 2 
5 1934 m Adeno-Ca mittel-hoch pT2, pN1   
re. Oberlappen, 
zentral 
 
1 2 0 1 1,00 1 1 2 1,33 2 0 2 
6 1909 m Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär mittel pT2   re. Unterlappen 
 
1 1 1 0 0,67 2 1 2 1,67 0 0 1 
7 1930 f Adeno-Ca niedrig pT2, pN0 G3 li. Unterlappen peripher 
 
0 0 0 0 0,00 1 1 1 1,00 0 0 0 
8 1918 f Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär mittel pT1, pN0 G2 re. Mittellappen 
 
0 0 0 0 0,00 1 1 1 1,00 0 0 2 
9 1933 m Adeno-Ca mittel pT2, pN0   re. Oberlappen  0 0 0 0 0,00 1 1 1 1,00 0 0 2 
10 1941 f? Adeno-Ca mittel pT1, pN2 G2 li. Oberlappen, 
zentral 
 
2 3 0 2 1,67 2 2 3 2,33 2 0 2 
11 1929 f Adeno-Ca niedrig pT1, pN0; R0   li. Oberlappen  2 2 0 0 0,67 1 1 2 1,33 3 0 0 
12 1947 m schleimbildendes Ca 
mittel-
niedrig pT1, pN1 
G2-
G3 
re. Oberlappen 
peripher 
 
3 2 3 3 2,67 2 2 2 2,00 3 2 2 
13 1947 f Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär mittel pT2, pN0 G2 
re. Oberlappen 
peripher 
 
0 0 0 0 0,00 2 2 3 2,33 1 0 0 
14 1939 m Adeno-Ca, überwiegend solide niedrig pT2, pN2   li. Lunge peripher 
 
1 0 0 0 0,00 2 2 3 2,33 0 0 1 
15 1927 m 
Adeno-Ca, 
bronchiolo-
alveolär/azinär 
mittel-
niedrig pT2, pN1 
G2-
G3   
 
 
3 2 0 3 1,67 2 3 3 2,67 3 3 2 
16 1935 f solides/drüsiges Ca niedrig pT1 G3   
 
3 3 0 0 1,00 2 2 3 2,33 2 2 2 
17 1919 f Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär hoch pT2   re. Mittellappen 
 
1 0 3 1 1,33 2 3 3 2,67 2 3 3 
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N GJ w/m Histo G TNM G Nr. Lokalisation EGFR Tyr-992 
Tyr-
1068 
Tyr-
1173 
average 
pEGFR Arno1 Arno 2 Arno 3 
average 
Arno Akt 
pp42/ 
pp44 Stat3 
18 1925 f Adeno-Ca, überwiegend solide niedrig pT1, pN1 G3 re. Oberlappen 
 
2 2 0 2 1,33 2 2 2 2,00 1 2 1 
19 1925 f Adeno-Ca, 
squamös mittel pT2, pN1 G2 re. Unterlappen 
 
2 0 1 1 0,67 2 3 3 2,67 2 0 0 
20 1937 m Adeno-Ca niedrig pT3, pN1 G3 li. Lunge, zentral  3 0 0 0 0,00 1 0 0 0,33 0 0 0 
21 1935 m Adeno-Ca niedrig pT2, pN2 G2-G3 
re. Unterlappen, 
zentral 
 
2 2 3 0 1,67 1 2 2 1,67 2 0 3 
22 1930 m Adeno-Ca mittel-
niedrig pT2, pN0 
G2-
G3 re. Unterlappen 
 
2 1 0 0 0,33 2 2 2 2,00 1 0 3 
23 1927 f Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär mittel pT2, pN0 G2 
re. Oberlappen, 
latero-dorsal  
 
1 0 3 0 1,00 2 2 1 1,67 0 0 2 
24 1926 m Adeno-Ca mittel-
niedrig pT2, pN2 
G2-
G3 re. Unterlappen 
 
2 1 1 1 1,00 2 2 2 2,00 1 0 2 
25 1930 f Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär mittel pT2, pN0 G2 
re. Unter-
/Mittellappen 
 
3 2 1 2 1,67 2 2 2 2,00 0 3 2 
26 1939 f Adeno-Ca mittel-
niedrig pT2, pN1 
G2-
G3 re. Oberlappen 
 
2 0 3 0 1,00 1 2 1 1,33 0 0 0 
27 1948 f Adeno-Ca, solide niedrig pT1, pN0 G3 re. Oberlappen  0 1 0 0 0,33 2 3 2 2,33 2 1 2 
28 1937 m Adeno-Ca niedrig pT2, pN1 G3 re. Lunge, alle drei Lappen 
 
1 3 0 1 1,33 2 2 2 2,00 0 0 1 
29 1944 m Adeno-Ca niedrig pT1, pN0 G3 re. Oberlappen  3 0 0 0 0,00 2 2 2 2,00 2 2 0 
30 1932 m Adeno-Ca, papillär mittel-hoch pT2 G1 re. Oberlappen 
 
3 2 0 1 1,00 2 2 2 2,00 2 3 3 
31 1943 f Adeno-Ca niedrig pT2, pN2 G3 re. Oberlappen  1 0 0 0 0,00 1 1 1 1,00 0 0 2 
32 1935 m Adeno-Ca niedrig pT1 G3 re. Unterlappen  3 0 0 0 0,00 2 1 1 1,33 0 3 0 
33 1943 m Adeno-Ca niedrig pT2 G3 li. Oberlappen  1 2 0 2 1,33 2 2 2 2,00 0 3 3 
34 1941 m Adeno-Ca niedrig pT1 G3 re. Oberlappen  0 0 0 0 0,00 3 2 2 2,33 0 0 2 
35 1938 m Adeno-Ca niedrig pT2, pN0 G2-G3 re. Oberlappen 
 
2 0 0 0 0,00 1 1 1 1,00 0 0 0 
36 1958 ? Adeno-Ca, papillär niedrig pT3, pN2   li. Lunge, zentral  2 0 0 0 0,00 1 1 1 1,00 0 0 2 
37 1944 f Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär mittel pT2, pN2, M1 G2 
re. Ober-
/Mittellappen 
 
2 0 0 2 0,67 3 3 3 3,00 0 0 3 
38 1938 f Adeno-Ca, papillär mittel pT2, pN0, R0 G2 re. Oberlappen  2 2 0 2 1,33 2 3 3 2,67 3 1 2 
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Tab. 11: ARNO/Cytohesin-1 gegen pEGFR 
 
pEGFR 
ARNO 
0 1 2 3 
0 100 % / / / 
1 69 % 31 % / / 
2 29 % 54 % 13 % 4 % 
3 / 71 % 29 % / 
 
N GJ w/m Histo G TNM G Nr. Lokalisation EGFR Tyr-992 
Tyr-
1068 
Tyr-
1173 
average 
pEGFR Arno1 Arno 2 Arno 3 
average 
Arno Akt 
pp42/ 
pp44 Stat3 
39 1942 f Adeno-Ca, teils drüsig, teils solide   pT1     
 
2 1 0 2 1,00 2 2 2 2,00 0 3 0 
40 1948 f Adeno-Ca niedrig pT2, pN1, M1, R1 G3 li. Oberlappen 
 
2 0 2 2 1,33 2 3 3 2,67 3 0 2 
41 1938 f Adeno-Ca, bronchiolo-alveolär mittel pT2, pN1 G2 re. Oberlappen 
 
3 0 3 0 1,00 1 2 2 1,67 0 0 3 
42 1933 m Adeno-Ca mittel pT3, pN0, L1 G2 re. Oberlappen  3 0 3 0 1,00 1 1 2 1,33 0 0 0 
43 1935 m Adeno-Ca, papillär mittel pT2, pN0, R0 G2 re. Unterlappen  2 0 0 0 0,00 2 3 2 2,33 0 0 3 
44 1934 m Adeno-Ca mittel-
niedrig pT2, pN1, R0 
G2-
G3 li. Unterlappen 
 
3 0 3 0 1,00 1 2 2 1,67 0 0 2 
45 1934 f Adeno-Ca mittel pT2, pN1, R0 G2 re. Unterlappen  3 2 2 3 2,33 3 2 3 2,67 0 0 3 
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Tab. 12: ARNO/Cytohesin-1 gegen pAKt 
 
pAkt 
ARNO 
0 1 2 3 
0 100 % / / / 
1 77 % 8 % 8 % 8 % 
2 50 % 21 % 25 % 4 % 
3 29 % / 29 % 43 % 
 
 
Tab. 13: ARNO/Cytohesin-1 gegen pp42/pp44  
 
pp42/pp44 
ARNO 
0 1 2 3 
0 100 % / / / 
1 92 % / / 8 % 
2 58 % 4 % 21 % 17 % 
3 57 % 14 %  / 29 % 
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7. Tabellen- und Abbildungsverzeichnis 
 
Tabellen: 
1) Lungenkrebs – die wichtigsten epidemiologischen Zahlen für Deutschland 
2) Histologische Klassifizierung des Bronchialkarzinoms 
3) TNM-Klassifikation nach IASLC (UICC 7. Auflage) 
4) Stadieneinteilung nach IASLC (UICC 7. Auflage) 
5) Klassifikation des Stadiums IIIA nach Robinson et al., 2007 
6) Ablauf der immunhistochemischen Färbung 
7) Splitten der adhärenten Zellen der Zellkulturen 
8) TUNEL-Methode 
9) Doppelfärbung mit pEGFR 1068 (Maus), ARNO C20 (Ziege) und DAPI 
10) Patientenkollektiv mit allen Färbungen und Ergebnissen 
11) ARNO/Cytohesin-1 gegen pEGFR 
12) ARNO/Cytohesin-1 gegen pAkt 
13) ARNO/Cytohesin-1 gegen pp42/pp44 
 
Abbildungen: 
1) Therapie mit EGFR-Inhibitoren bei EGFR-mutierten Lungenkarzinomen 
verbessert das Überleben deutlich 
2) Molekulare Resistenzmechanismen des EGFR 
3) Schematische Darstellung des EGFR 
4) EGFR und weiterleitende Signaltransduktionskaskaden 
5) Molekulare Struktur von Secin H3 
6) Herstellung eines Tissue Micro Arrays 
7) Layout eines Tissue Micro Arrays 
8) Ermittlung der „region of interest“ des jeweiligen Tumors 
9) Ermittlung der „region of interest“ des Referenzgewebes 
10) Adenokarzinomzellen der Lunge zeigen eine Überexpression von  Cytohesinen 
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11) Adenokarzinomzellen der Lunge zeigen eine Überexpression von  Cytohesinen 
12) Hohe Expressionsraten von ARNO/Cytohesin-1 korrelieren mit einer 
gesteigerten Autophosphorylierung des EGFR (= pEGFR) 
13) Hohe Expressionsraten von ARNO/Cytohesin-1 korrelieren mit einer erhöhten 
Signalwirkung des EGFR in menschlichen Adenokarzinomen der Lunge 
14) Koexpression von pEGFR und ARNO/Cytohesin-1 in menschlichen 
Adenokarzinomen der Lunge 
15) [18F]FLT PET beweist Ansprechen auf Behandlung mit SecinH3 
16) SecinH3 reduziert das Wachstum von PC9-Xenograft-Tumoren 
17) SecinH3 bewirkt Apoptose in PC9-Xenograft-Tumoren 
18) Cytohesinlevel regulieren die Phosphorylierung des ErbB-Dimers (aus (Shilo, 
2010)) 
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